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藤 論
近 年 ､ 気 管 支 唱 息 申 ア レ J♭ 単 一 性 鼻 炎 な ど の 暮 g E 抗 体 の 関 与 す
る ､ 吸 Å 性 ‡ 型 ア レ ル ギ ー ( ア ト ピ ー ) 牲 疾患 は 増 加 傾 向 に あ る B
こ れ ら 疾 患 a)原 田 物 質 は ア レ )♭ ゲ ン と 呼 ば れ ､ 最 も 重 要 な ア レ ル ゲ
ン は 家 の 申 の ホ コ リ ､ す な わ ち 室 内 塵 で あ る o わ が 毘 諸 外 国 を 問 わ
ず ､ ア ト ピ ー 性 疾 患 の 5 0 % 以 上 は 室 内 塵 で あ る と い わ れ て い る o
と こ ろ で 室 内 塵 は 様 卑 な 物 質 の 混 合 物 で あ り ､ そ の 中 に は 動 物 め
皮 屑 ､ 真 菌 ､ 花 観 類 な ど の ア レ ル ゲ ン が 含 ま れ る が ､ そ の 中 の ど の
物 質 が ア レ ル ゲ ン と し て 最 も 重 要 な の か 最 もヽ 問 不 明 で あ っ た ｡ 1 9
6 0年 代 に Vo o rho rs t
l)
ら 争 わ が 国 の 宮 本 ら
2)
に よ っ て 室 内 廃 車 の
最 も 重 要 な ア レ ル ゲ ン は ､ チ u ダ ニ 科 ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ 属 (De r m at oph ag
oi de s ) に 属 す る ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (De r m ato phagoi de s
n u s 腿 下 D p ) と コ ナ ヒ ∃ ウ ヒ. ダ ニ
pte ro ny s si
(De r m ato phag oi d8 S fa rin a e 以
下 D f ) で あ る こ と が 明 ら か に さ れ た o こ れ ら の ダ ニ は 別 名 ho us e
du sモ rBit e と 呼 ば れ ､ こ の 2 種 で 室 内 塵 申 に 生 息 す る ダ ニ の 大 串 を
占 め て い る
3)
.
ダ ニ 抗 原 抽 出 エ キ ス を イ ム ノ ブ ロ ッ ト で 解 析 す る と ､ 2 0稜 寮 以 上
の ア レ ル ゲ ン が 検 出 さ れ る
4)
o こ れ ら ア レ ル ゲ ン の 中 に は ア レ ル ギ
ー 反 応 を 起 こ す の に 最 も 重 要 で あ る と 言 わ れ て い る 主 要 (m ajo r) ア
レ ル ゲ ン と 呼 ば れ る も の が 存 在 す る ｡ 一 般 に ､ 主 要 ア レ ル ゲ ン と は
ヒ ト 鮎 膿 を 容 易 に 通 過 す る こ と の で き る 分 子 量 卜 4 万 の 間 の 蛋 白 質
で ､ し か も そ の ア レ ル ゲ ン の 関 与 す る ア レ ル ギ ー 性 疾 患 に お い て ､
8 0 % 以上 の 患 者 が 感 作 さ れ て い る 物 質 で あ る と 走 去 さ れ て い る
5)
a
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ダ ニ 抗 原 抽 出 エ キ ス 中 に は ア レ ル ゲ ン 以 外 に も 多 数 の 蟹 白 露 が 存 在
し ､ そ の 境 威 が 複 誰 で あ る o そ れ 故 ､ ダ ニ 主 要 ア L, ル ゲ ン の 精 製 は ､
比 較 的 構 成 成 分 の 簡 単 な ブ タ ク サ 花 勧 等 の 場 合 と は 異 な り ､ 困 難 で
ぁ っ た ｡ こ う し た 状 況 の 申 , C hap m a n
6)
ら は ､ ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ
ン で あ る a ntig e n Plす な わ ち 壕 在 の &e r p J を 世 界 で 最 初 に 緒 製 し
た o 彼 ら は ､ D p の 抽 出 エ キ ス か ら ､ Sephade x G - 75 . b lo ck ele c -
t r o pho r e sis , p re pa r at
-
I Ve is o ele c tric † o c u sing( ほ F) を伺 い て De
r p J を 帝 饗 し た o そ の 後 同 様 な c o n v e ntio n al な カ ラ ム ワ
- ク に よ
り 幾 つ か の 研 究 グ ル ー プ に よ LJ ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン が 分 海 碑 製 さ れ
た が ､ 帝 饗 し た 研 究 者 に よ っ て 名 希 が 異 な っ て い た た め ､ 混 乱 を 避
け る た め に , 現 在 で は グ ル ー プ I ア レ ル ゲ ン あ る い は グ ル ー プ Ji ア
レ ル ゲ ン と い う ふ う に 故 - さ れ て い る
丁)
o と こ る で も う 1 つ の グ ル
ー プ J ア レ ル ゲ ン で あ る De r † I は ‖eym a n n
8)
, L ind
9)
ら に よ っ て
凍 製 さ れ た o 以 下 同 種 に グ ル ー プ 1f ア レ ル ゲ ン (De r p JJ､ De r f
” )
10･ 11 ･ 12･ 】3)
と グ ル ー プ ‖ ア レ ル ゲ ン (Oa r p = i, Pe r i H J )
1 4, 1 5)
が そ の 後 約 1 0年 間 の 間 に 帝 製 さ れ 多 く の 知 見 が 得 ら れ た o
最 近 こ れ ら の 主 要 ア レ ル ゲ ン は ほ と ん ど ク n - ニ ン グ さ れ ､ 全 ア ミ
ノ 酸 記 列 が 決 定 さ れ て い る
1 6･ 1 了･ 1 8･ 1 9, 2 0･ 2 1･ 2 2)
a
グ ル ー プ 1 ア レ ル ゲ ン と グ ル ー プ = 7 レ ルゲ ン は ダ ニ 排 准 物 申 に
多 く 含 ま れ ､ そ れ ぞ れ 2 5k Da , 2 9k Da の 蛋 白 質 で あ り ､ 両 者 の
ア レ ル ゲ ン 活 性 は 比 較 的 熟 に 不 安 定 で あ る ｡ 前 者 に は 糖 鎖 が 結 合 し
て お り ､ 後 者 は 時 と し て 3 0k Da の 分 子 も あ り 多 形 性 に 富 ん で い る b
一 方 ､ グ ル ー プ H 7 レ ルゲ ン は 1 4k Da の 虫 体 由 来 a)資 白 鷺 で あ り ､
熟 に 安 定 で あ る ｡
≠
r) h
h
モ ル モ ッ ト で 坑 ダ ニ !g臣 抗 体 価 を 受 身 皮 膚 ア ナ フ ィ ラ キ シ
ー 反 防
で 測 定 す る 時 ､ 色 素 の 漏 出 が 起 こ り 判 定 で き な い こ と を 経 験 し て き
た ｡ 本 研 究 は ､ こ の 原 田 が D ず 申 に 存 在 す る プ c] チ ア
ー ゼ で あ る こ
と ､ さ ら に は こ の プ E3 チ ア
ー ぜ の 輯 敢 の 究 明 を 目 的 と し た o す な わ
ち ､ D f 観 抗 原 抽 出 エ キ ス ( C ” E) 中に 存 在 し ､ モ ル モ ッ ト 血 祭
の 補 体 系 等 に 関 与 す る 各 種 セ リ ン プ n チ ア
ー ゼ を 活 性 化 さ せ 血 管 透
過 性 を 克 遺 さ せ る 物 質 の 解 明 を 行 っ た ｡ さ ら に こ の 物 質 が プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る こ と よ り ､ ダ ニ 抽 出 エ キ ス 申 に 存 在 す る 各 種 プ ロ テ
ー ア
ゼ の 韓 製 を 行 い ､ そ の プ n チ ア ー ぜ の 性 質 を 明 ら か に す る こ と を 第
1 の 目 的 と し た o 次 い で 得 ら れ た プ n チ ア
ー ゼ と ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ
ン 空 白 と の 粥 係 を 明 ら か に す る こ と を 第 2 の 目 的 と し た o 具 鉢 的 に
は ､ 坑 ダ ニ IgE 抗 体 価 測 定 時 モ ル モ ･3 ト の 血 管 透 過 性 を 瓦 遺 さ せ る
物 質 が ダ ニ 申 の プ c) チ ア ー ゼ で あ る こ と ､ さ ら に C M 巨中 に シ ス テ
イ ン プ ロ テ ア ー ゼ と せ リ ン プ n ･チ ア
ー ゼ ( ト リ プ シ ン 型 ) が 存 在 す
る こ と を 第 1 章 で 明 ら か に し た o 第 2 章 に お い て は ､ シ ス テ イ ン プ
ロ テ ア ー ゼ
◆
を 単 蝕 し ､ そ の 脊 索 学 的 性 質 を 明 ら か･に す る と と も に ､
こ の プ Q チ ア ー ゼ が ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン の 1 つ あ る De r f i 空 白
そ の も の で あ る こ と を 明 ら か に し た D 次 い で ､ ダ ニ 排 薄 物 抽 出 エ キ
ス ( M F E) 申の セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 韓 梨 し ､ 基 質 特 異 性 と 阻 害
剤 に 対 す る 検 討 か ら ､ こ れ が ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ に 属 す る こ
と が 判 明 し た o さ ら に こ の プ ロ テ ア ー ゼ が De r で
′
あ る 可 能 性
を 明 ら か に し た ｡ さ ら に 第 2 章 ､ 第 3 章 を 通 じ ､ こ れ ら プ ロ テ ア
ー
ゼ 活 性 を 指 標 に 各 種 カ ラ ム ワ ー ク を 行 え ば ､ 簡 易 に 主 要 ア レ ル ゲ ン
を 帝 製 で き る こ と を 示 し た o ま た 第 4 董 ･ に お い て は ､ 室 内 塵 抽 出 エ
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キ ス ( ” D E) 申の ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 と ダ ニ 申 に 存 在 す る ト リ
プ シ ン 様 プ E3 チ ア
ー ゼ 活 性 と の 関 連 を 検 討 し た o さ ら に H D E 申 の
ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 と ト リ プ シ ン 榛 プ m チ ア
ー ゼ 活 性 と の 相 関 を
讃 ペ ､ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 指 標 に し て ､ ダ ニ 主 要 ア レ
ル ゲ ン 量 を 推 定 す る こ と ば 宙 難 で あ る こ と を 明 ら か に し た o 第 5 章
に お い て は 農 作 物 に 被 害 を 及 ぼ す ハ ダ ニ の 天 敵 農 養 と し て 使 用 さ れ
て い る チ リ カ プ リ ダ ニ (P hyt o s ei lu spe r simi t is) に つ い て も プ E3 テ
ア - ゼ.活 性 を 測 定 し ､ コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ と チ リ カ プ リ ダ ニ と の 抗 原
性 の 罪 連 に つ い て も 換 謝 し た .
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覇写 頂 葦 ダ ( に> 骨 ) 饗粗 抗 原 抽 出
ニ正 尊 ス ( C 艶凋 臣 ) 坤 qこ お gサ る プ 皿
テ 顎 ㌢ ぜ ぴ⊃ 検 出
動 物 実 験 に お け る 抗 原 特 異 的 な 抗 体 を 測 定 す る 方 法 と し て 書ま ､ in
viて r O で の 測 定 法 お よ ぴ in vi v o で の 演題 定 法 が あ る o in viて r O で の
瀦 定 法 と し て は ､ 沈 降 反 応 ､ 凝 集 反 応 ､ R AST法 ､ 臣L B S A法 な ど が
-
般 約 に 用 い ら れ て い る o in ∀iv o で の 方 法 と し て は ､ 受 身 皮 膚 ア ナ
フ ィ ラ キ シ ー (Pa s si v e Cut a n eo u s An aphyl a xis :P C 免) 反 応が
一 般 的
で あ る . P C 展反 応 の 場 合 ､ 正 常 の 動 物 の 皮 内 に 測 定 し よ う と す る 段
階 希 釈 し た 抗 体 を 注 射 す る ( 受 身 感 作 ) . 投 卑 さ れ た 抗 体 蛙 ､ 皮 膚
観 醜 申 に 存 在 す る 把 満 観 取 に 結 合 す る . 洗 練 を 没 年 し て か ら
一 定 時
間 後 に 色 素 と 乾 原 の 混 合 液 を 静 廉 内 に 惹 起 注 射 す る と ､ 肥 満 細 胞 上
で 洗 顔 抗 体 反 応 が 生 じ 化 学 伝 . 連 物 質 が 放 出 さ れ ､ 血 管 透 過 性 が 瓦 遺
し ､ そ の 結 果 と し て 皮 内 に 色 素 斑 が 生 じ る o 生 じ た 色 素 斑 の 面 積 は
皮 内 に 前 も っ て 投 与 し た 抗 体 の 丑 度 に 依 存 す る こ と か ら ､ 色 素 斑 の
蘭 磯 を 測 定 す れ ば 競 俸 の カ 価 が 判 定 で き る o P C Å反 応 は 手 軽 で あ る
た め ､ 各 穫 ア レ ]レ ギ ー 性 実 験 動 物 モ デ ル を 作 製 す る 場 合
- 般 的 に 応
用 さ れ て い る o 実 験 的 宅 急 モ デ ル に 使 摺 さ れ る 動 物 種 と し て は ､
一
般 的 に モ ル モ ッ ト が 用 い ら れ る ｡ モ ル モ ッ ト の 気 道 は 他 の 動 物 種 と
比 改 し 各 種 化 学 伝 達 物 質 に 対 し て 反 応 性 が 良 好 で あ る
■
o 実 験 的 嘱 忠
モ デ ル を 作 製 す る 場 合 ､ ま ず 動 物 を 抗 原 で 感 侍 し ､ 血 中 に 読 原 特 異
的 洗 練 が 存 在 す る こ と を 証 明 し な け れ ば な ら な い ｡ ダ ニ 抗 原 を 用 い ､
ま ず こ の 試 み を 行 っ た ｡
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GT a Zia n o
2 3)
ら の 方 法 に 従 い ､ ダ ニ 槻 読 原 抽 出 エ キ ス (Cr ude 囲i -
t昏 Ex t ra c t: C M E) で モ ル モ ッ ト を 能 動 的 に 感 侍 し た . 感 推 し た
モ ル モ ッ ト か ら 血 清 を 得 て P C A反 応 に よ り ､ 血 中 盲g臣 筑 俸 を 証 明 し
ょ う と 試 み た o そ の 結 果 ､ 前 も っ て 抗 体 を 皮 内 に 没 年 し た モ ル モ ッ
ト に 色 素 と C M 巨 の混 合 液 を 静 騰 内 投 尊 す る と ､ 投 毒 さ れ た モ ル モ
ッ ト は 全 身 性 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 様 の 反 応 を 生 じ 死 亡 す る 現 象 が 認 め
ら れ た o ま た こ の 場 合 ､ 全 身 の 血 管 透 過 性 が 瓦 遺 し ､ 色 素 の 渥 出 那
全 身 に 率 い て 認 め ら れ た (通 常 ､ 他 の 抗 原 で は ､ こ の 様 な 現 象 は 認
め ら れ な い o ) o そ こ で 春 野 究 に お い て 比 ､ こ の 原 因 を 解 明 し た o
そ の 結 果 ､ 惹 起 抗 原 に 用 い た C M E申 に あ る 奄 の プ E3 テ ア ー ゼ が 存
在 し , モ ル モ ッ ト に 投 卑 し た 場 合 こ の プ E3 チ ア ー ゼ が モ )レ モ ッ ト 体
内 の 各 種 酵 素 系 を 活 性 化 し ､ そ の 結 果 モ ル モ ッ ト が 全 身 性 ア ナ フ ィ
ラ キ シ ー 様 の 反 応 を 生 じ 死 亡 す る こ と を 証 明 し た o ま た C M E 申 に
存 在 す る プ t= チ ア - ゼ に つ い て の 帝 義 絶 学 的 性 質 並 び に こ れ ら プ o
チ ア ー ゼ の 活 性 と ア レ ル ゲ ン 活 性 と の 関 連 に つ い て も 検 討 し た .
1 - 1 ) 実験 材 料 お よ ぴ 方 法
C M E 凍 結 乾 最 末 の 葡 製
1り
.
培 養 し た D f を 飼 料 と 分 散 後 ､ 5 培 畳 の エ ー テ ル で 4 ℃, 1 晩
脱 脂 し た o l グ ラ ム の 脱 脂 し た ダ ニ に 対 し て 2 0m] の P B S(0. 0
8 5 N Na C ! を 含 む 0. 082 鱒 リ ン 鞍 緩 衝 液 , pH了. 4) を 加 え , 4 ℃
で 4 8時 間 ス タ ー ラ ー 捷 拝 し 抽 出 し た o こ れ を 遠 心 (1 0, 000g ,
30分 , 4 ℃) し 上 着 と 沈 蓮 に 分 け ､ 上 清 は さ ら に 精 製 永 で 4 8時
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閤 , 4 ℃ で 透 析 し た . 透 析 内 液 は ¢. 4 5p m の メ ン プ レ ン フ ィ ル
タ ー で 濃 遠 後 ､ 凍 結 乾 醸 し こ れ を C M E 凍 結 乾 療 末 と し た o
ま た 透 析 外 液 を 凍 結 乾 醸 し ､ .C M E 広透 析 外 液 (d ialy s at 8) と し
た ｡
任 用 動 物 :
閃a r= ey 系 雄 性 モ ル モ ッ ト ( 体重 200 - 300g , 松 本 実 験 動 物 ) 杏
凋 も､ た o 薬 物 の 効 果 を 見 る 場 合 確 群 7 - 8 匹と し ､ 血 中 簡 素 活 性
轟 ぴ に 皮 膚 刺 激 性 試 験 に お もヽ て は ､ 頂 群 3 匹と し た ｡
薬 物 の 血 管 透 過 性 に 対 す る 惟 周 :
Fu T- 1 了5(3 mg/kg)あ る い は d iphe nhydr a min e ( 3 mg/kg)を 静 腐
肉 投 卑 し ､ 3 分 後 に 1 m g pr ot ein の C M 臣を 含 む 1 % E v a n s.b
-
Iu e 生 理 食 塩 溶 液 1 mlを 静 腐 肉 投 毎 し た ｡ 30 鎗後 に 放 血 致 死 せ
し め 繭 馴 こ 澄 出 し た 色 素 畳 を 監atay a m aら の 方 法
2 4)
に よ り 測 定
し た ｡
c M 臣投 辱 後 の 血 費 プ m チ ア ー ゼ 活 性 :
心 採 血 に て ､ ク エ ン 醸 血 液 を 各 動 物 あ た り ､ 0, 6 nl採 取 し た 後
､ 3 m g の C 醐 E を 各 々 の 動 物 に 静 脈 内 投 与 し た . 30分 後 に 心 採
血 に よ り ､ 再 度 ク エ ン 醸 血 液 を 得 た o 血 祭 分 港 後 ､
'
血 祭 申 の ト
T) プ シ ン 棟 プ m チ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 し た
2 5)
o A T ‖= a nti -
thr o mb in 川 ) 活 性 は ､ ク ロ モ レ - 卜 A TiH ( 鳥 居 薬品 ) キ ッ ト
に よ u , ま た 補 体 価 (C H 50)ば 袖 ay e r L の 変 法
2 6)
に よ り 測 定 し た o
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fn v I
･
t ( Oで の 血 費 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 :
ク エ ン 醸 処 理 モ ル モ ッ ト 血 祭 O1 9 mlと C ” E (1 0 mg/m り 0･ 1mI
と を 混 合 し ､ 3 了℃ O分 , 1 0 鎗, 2 0 鎗お よ ぴ 3 0 分間 反 応 さ せ た o
反 応 終 了 後 ､ 残 存 補 体 活 性 お よ ぴ ト リ プ シ ン 棟 プ m チ ア
ー ゼ 活
牲 を 上 述 の 方 法 に よ り 測 定 し た o
皮 膚 刺 激 性 試 験 :
1 %
.
Ev an s b lu e 生 理 食 塩 藩 削 mlを 静 厳 内 投 卑 後 ､ 直 ち に 正 常
モ ル モ ッ ト の 背 缶 皮 内 に C M E､ C M E 透 析 外 液 お よ び 陰 性 -
. nt r o = と し ての 年 血 清 ア ル ブ ミ ン ( B S Å) 各卑 1 0 0, 1 0 ug/m8
を 皮 内 投 卑 (0. 1 nI/sit e) し た o 3 0 分後 に 動 物 を ク E3 ロ ホ ル ム
に て 殺 し ､ 背 繋 皮 膚 に 出 現 し た 色 素 斑 の 直 径 を 測 定 し ､ 面 積 を
求 め た ｡
ア ブ ロ チ ニ ン C M E 混 合 溶 液 の 血 管 透 過 性 に 対 す る 件 用 :
c M E(2 0 0ug/rml) を ア ブ E3 チ ニ ン (2 0 0u/ml)と 等 量 混 合 し 3 7
℃ 5 分 間 反 応 さ せ た o そ の 後 混 液 0. 1 mIを モ ル モ ッ ト の 皮 内 投
与 し ､ さ ら に 2 %Ev an s b lu e 0. 5 ml を 静 脈 内 投 与 し た ｡ 3 0 分
後 に 動 物 を タ ロ E3 ホ ル ム に て 殺 し ､ 背 苛 皮 膚 に 出 現 し た 色 素 班
の 直 径 を 測 定 し ､ 面 積 を 求 め た ｡
C M E 凍 結 乾 蛙 末 の ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
‖川 ng の C ” E凍 結 乾 燥 末 を 3 nI の P B(= 川 n謝, pH 了. 4) に 藩
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辞 後 ､ 上 記 P B で 平 衡 化 し た Sepha c ryl S
- 200(フ ァ ル マ シ ア 杜
) 力 ラ 血 (2 5X 8 5 Om m) で ゲ )レ タ m マ ト グ ラ ブ イ ー を 行 っ た .
溶 出 液 の 2 8 0n m (わ 敏 光 度 を 賓 白 の 指 標 と し ､ 5 mt づ つ 分 画 し た o
プ m チ ア ー ゼ 活 性 の 測 定
2 5)
プ ロ テ ア ー ゼ の 基 質 と し て ､ I - Bu tyio xy c arbo ny ト L
-
phe nyI - L -
aia n y ト レ s e ryI - L - a rginin e- 4
一
昭 母 thy 卜 c o u m ary 卜 7 - a mi de(Do c -
約 e - S e r - Ar g - 鴨C 免: ト リ プ シ ン 基 質 ) ､ i - B u t yl o xyc arbo n y ト L -
valv ト L - Ie u cy ト L
- 8y sin e - 4 - m ethyl - c o u m a ry ト ト a 肌
-
1 de(Bo c - Va
卜 L e y - Ly s - 閲CÅ: プ ラ ス ミ ン 基 質 ) ､ s u c ci n yl - 臥 - [e u cyI - L - 1e u
-
c y L L - ∀ afy 卜 L
- t y r o sin e- 卑 - m e thy ト c o u na ry ト 7
㌧ a mi de(Su e - LO U
- Le u- V a 卜 Ty r
- 観C A: キ モ ト リ プ シ ン 基 質 ) ､ s u cciny 卜 L - a la n
-
y ト L - p r oSy 卜 L - a ! a nin e(Su い Å亀 a - P r o - A la 一 組C 免: エ ラ ス タ
ー ゼ 革
質) を 開 い , こ れ ら 放 す ベ て ペ プ チ ド 研 究 所 よ り 入 手 し た . プ
m チ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 は 以 下 の よ う に 行 っ た o 各 試 料 鎗 画 0. 1
mⅠと 0. 1 閲 の P B (pH 了. 0) に 溶 解 し た 各 プ 出 チ ア ー ぜ 基 質
o. 9 ml(川 p rnol) と を 混 合 し ､ 37℃ , 1 5 分 間イ ン キ ュ ぺ
- 卜 し
た o そ の 後 15 % 酢 酸 2
'
m t で 反 応 を 停 止 さ せ ､ 遵 鞄 さ れ る 7 - ア
ミ ノ - 4 - メ チ ル ク マ リ ン ( A ” C) の 蛍 光 強 度 を 臣x = 3 80n m ,
Em = 4 6 On m で 蛍 光 光 度 計 (R ト4 5 0, 島 津 横 幕 ) に よ り 測 定 し た o
プ ロ テ ア ー ゼ の 至 適 p H の 検 討 :
放 下 の 草 衝 液 を 用 い て プ ロ テ - ア ゼ の 至 通 p H を 求 め た o グ リ
シ ン ー 塩 酸 緩 衝 液 (0. 1 柏, pH 2. 0/ 4. 0) ､ ク エ ン 酸 緩 衝 液
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(o. 】 謝, pH 5. 0) ､ リ ン 醸 緩 衝 液 (0･ 1 弼, pM 6･ 0, 7･ 0) , ト リ
ス 一 恵 醸 緩 衝 液 (8. 1 財 , pH 8. 0, 9. 0) o P K. 1 プ ロ テ ア - ゼ の 基
質 と し て Bo c - P わe - S e 卜 A r g 一 槻C A ､ P K. 2 お よ ぴ PK. 3 プ ロ テ ア ー ゼ の
基 質 と し て Bo c - Va ト L e u - Ly s
一 組C Å を 用 い た . ま た プ n チ ア ー ぜ 活
性 は 上 記 に 言己 述 し た 方 法 で 測 定 し た ｡
プ ロ テ ア ー ゼ の 熟 安 定 性 に 対 す る 検 討 :
p K. 1, 2, 3の 各 プ n テ.7
- ゼ を O . 1 闇 の P ら(pM 7. 0)で 3 了, 45, 55
℃ の 温 度 条 件 下 ､ 各 時 間 イ ン キ ュ ペ ー 卜 し た . 残 存 し た プ m チ
ア ー ゼ 活 性 を ､ P K. 1 プ ロ テ ー ア ゼ の 場 合 Bo c - P he - Se r 一 息 r g 一 組C Å
を 基 質 と し て ､ P K. 2お よ ぴ P K. 3 プ ロ テ ア ー ゼ で 【ま Bo c- Va ト L e u -
Ly s 一 関C A を 基 質 と し て 用 い 測 定 し た .
各 種 試 薬 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 及 ぼ す 影 響 :
以 下 の 各 種 阻 害 剤.お よ ぴ 活 性 化 剤 を 用 い て ､ P K. 1, 2, 3 の 各 プ ロ
テ ア ー ゼ に 対 す る 影 響 を 検 討 し た o a p r oti nin( ト ラ ジ s3 - ル
バ イ エ ル 社 ) ､ 姐R- - 20 ( ミ ラ ク ッ リ ド 持 田 製 薬 ) ､ s oyb e a n
t ry psin inh i b ito r(S B Tl, シ グ マ 杜 ) ､ 悶 - t o s y ト L - Iy sin e ch -
lo r ome thy( keto n e(T L C K, ペ プ チ ド 研 究 所 ) ､ 悶 - t o sy ト L - ph e n y書
ata nin e ch lo r o n e thyl ke t o ne(TP CK, ペ プ チ ド 研 究 所 ) ､ Ie u p e -
ptin( ペ プ チ ド 研 究 所 ) ､ ヨ ー ド 酢 酸 ( 和 光 紙 業 ) ､ F U で- 1 了5
(プ サ ン 鳥 居 薬 品 ) ､ L - シ ス テ イ ン 1 塩 酸 塩 ( cy s t ein e, 国
産 化 学) ､ 監D T A( 半 井 化 学 ) ､ E G T Å
<
( 単 井 化 学 ) o P K. 1プ z3 テ
ア ー ゼ で 比 Bo c - P he JSe r- Årg - 財C Å を 基 質 と し て ､ P K. 2 お よ ぴP K
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. 3 プ m チ ア ー ゼ で は Bo c- Va ト Le u- Ly s 一 組C Å を 基 質 と し て 各 プ
四 チ ア ー ぜ 活 性 を 測 定 し た c
硫 安 鎗 画 と ゲ ル タ E3 マ ト グ ラ フ ィ ー
c 醐 E凍 結 乾 暁 宋 5 グラ ム を 2O O mt の PBS(0. O 8 5観 閲 aC lを 含 む
8 . 0 0 2姐 P a , pH7. 4) に 溶 解 し , 4 ℃ で 川 0 %飽 和 硫 安 溶 液 を 添
加 し ､ 最 終 濃 度 6 0 % 飽 和に な る よ う に 葡 製 し た ｡ 上 清 と 沈 殿 を
遠 心 (川 , 0 0 0g , 一時 間 , 4 ℃) で 鈴 蘭 後 , 沈 殿 鎗 画 は 3 0 mI の
p B S に溶 解 し ､ P B S で4 ℃ , 1 晩 透 析 し た o 上 清 は ポ リ エ チ レ
ン ダ T) コ ー ル (姐闇5O k Da 和 光 純 葦 ) を 用 い て 2 0m H= 濃 歯 後 ､
p 8 Sで .4 ℃ , 頂 晩 透 析 し た o 透 析 後 ､ 両 分 画 に つ い て 各 々 Sep -
ha c ryl S
- 2 0Oの カ ラ ム (5 8 X920 m m)を 招 い て ゲ ル ク u マ ト ゲ ラ
フ ィ - を 行 っ た . 川 ml づ つ 分 画 し ､ 各 分 画 物 中 の プ E3 テ ー ア
ぜ 藷 性 を 測 定 し た ｡
ア レ ル ゲ ン 活 性 の 測 定
ア レ ル ゲ ン 活 性 は 臣L 亀S Å法 に よ っ て 測 定 し た o Sepha c ryI S- 2 0
¢ の 各 両 分 を PB S で
1
1 0 0鰭 に 希 釈 し ､ こ の 0. 1 fnIを 8r - C 紬 活 性
化 濃 紀 と 反 応 さ せ ア レ ル ゲ ン を 淫 故 に 結 合 さ せ た
2 了)
｡ 室 温 で
1 醜 イ ン キ ュ ベ ー ト 後 ､ 0. 1財 NaH CO3 で 漬 紙 を 洗 浄 し ､ 次 い で
1 観 P - エ タ ノ - ル ア ミ ン (pH 9. 0)と 室 温 で 3 時 尚 反 応 さ せ 未
反 応 の 活 性 基 を ブ ロ ッ ク し た o そ の 後 ア レ ル ゲ ン 結 合 遮 紙 を 0
. 1 紬 闘aH C O3 で 1 回､ 0. 1 鳩 酢 酸 緩 衝 液 (pH 4. 0)で 3 回 洗 浄 し
た o つ い で こ の 波 故 に 0. 05 mI の プ ー ル し た ヒ ト 杭 ダ ニ 血 清 (R
- l l -
鼻S T スコ ア
ー > 4 ) を 加 え 3 了℃ 3時 間 反 応 さ せ ､ 洗 浄 後 ､ 0･ 05
m 柑 P ガ ラ ク ト シ ダ
ー ゼ 標 識 杭 ヒ 卜 IgE 抗 体 ( フ ァ ル マ シ ア 社
) と 室 温 で 16時 間 反 応 さ せ た o P 8で 3 回 洗 浄 後 ､ 0. 2 mIの 0
- ニ
ト E] フ ェ ニ ル
ー β - D - ガ ラ ク ト ピ ラ ノ シ ド 溶 液 を 加 え ､ 3 了℃ 2
時 間 反 応 後 ､ 1. 5 ml のO1 1 姐 悶aCO3 溶 液 で 反 応 を 停 止 さ せ た o
ヰ2 0 nfnの 吸 光 度 を 測 定 し ､ ア レ ル ゲ ン 活 性 と′し た o
1 - 2 ) C M E によ っ て 惹 起 さ れ た 血 管 透 過 性 に 対 す る 薬 物 の 作 用
c M Eを 静 脈 内 投 卑 し た 時 に 惹 起 さ れ る 血 管 透 過 性 克 違 に 対 す
る Fu ト1 了5(セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 ) の 作 用 を Fig ･ 卜1 に 示 し
た o c o nt r o l 群 に 比 べ て F U ト1 75 , d iph8 nhydr a min e 南 牧 卑 群 で
は ､ 耳 に 藩 出 し た 色 素 畳 が 抑 制 観 向 で あ り ､ 特 に F u T
- 1 7 5投 専 群
で そ の 抑 制 が 大 き か っ た . ま た c o nt r oI 群 で は ､ 8 例 申 6 例 に お
い て ア ナ フ ィ ラ キ シ ー 様 反 応 が 認 め ら れ た が ､ F u r- 1 75 投 卑 群 で
は 8 例 申 2 例 の み 認 め ら れ ､ ま た d iphe nhydr a min e 投 卑 群 (n
- 了)
で 蛙 ､ 全 く 認 め ら れ な か っ た ｡
1 - 3 ) C ” E 投 与 後 の 血 紫 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
c ” E 静 脈 内 投 与 投 与 前 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 の 3
例 で の 平 均 は , 4. 5＋0. 4 ヰで あ っ た . 一 方 ､ C M E 静 脈 内 投 与 投 与
簸 で は ､ 1 3. 2＋5. 9 0 で あ LJ 活 性 が 増 大 し た o T hr omb in , Fa c to r 】
a
L
の 生 体 内 阻 害 剤 で あ る A Tlllは ､ C M E投 与 後 約 30% 減 少 し ,
- 1 2 -
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菌 体 価 亀 約 20 %の 減 少 を 示 し た (Tabfe 卜 1)
i - 4 ) 1n vit r oで の 血 祭 プ t3 チ ア
ー ゼ 活 性
‡n viv o で 確 認 さ れ た C M E に よ る セ リ ン プ ロ テ ア
ー ぜ の 活 性
化 が 血 か 板 ､ 白 血 球 等 を 介 し て 生 じ る も の か ど う か を 確 認 す る た
め に ､ モ ル モ ッ ト ク エ ン 酸 血 祭 に in vit r oで C M Eを 添 加 し た (F
jg . 卜 2)o C ” E を 血 紫 に 添 加 す る こ と に よ り ､ 補 体 系 は 消 費 さ
れ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 上 昇 し た ｡
1 - 5 ) C ” E 皮 内 投 与 に よ る 血 管 透 過 性 の 瓦 進
c M E を 皮 内 投 与 し ､ 血 管 透 過 性 が 瓦 逢 す る か ど う か 枚 討 し た ｡
B S Aお よ ぴ C M E透 析 外 液 で は ほ と ん ど 血 管 透 過 性 を 瓦 進 さ せ
な か っ た o 一 方 C M Eは ､ 1 0 ug/ml の 濃 度 に お い て も 強 い 血 管 透
過 性 の 克 進 を 示 し た (F ig . 1 - 3) 0
1 - 6 ) C ” E 申 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
ダ ニ 抗 原 中 に は 約 分 子 畳 2 0 0k Da程 度 の 高 分 子 量 分 画 に 刺 激 物 質
が 存 在 す る こ と が 報 告 さ れ て い る
2 8)
o そ こ で C M E 自 身 に プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 が 存 在 す る か ど う か 検 討 し た (F ig . 卜 4)o C M Eと
血 蒙 ､ 合 鹿 基 質 の 混 合 物 で は す で に 見 ら れ た よ う に プ ロ テ ア ー ゼ
活 性 が 検 出 さ れ た が ､ 血 渠 非 添 加 の 系 に お い て も ト リ プ シ ン 様 プ
- 14 -
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□ チ ア ー ぜ 活 性 が 検 出 さ れ た (F ig . 卜 4) .
1 - 7 ) Apr o tinin に よ る 皮 膚 刺 激 の 抑 制
C 醐 巨 を ap r oti nin と 共 に 混 合 し た も の を モ ル モ ッ ト 皮 内 に 投
与 し た と こ る ､ a p r ot
L
[ nin 罪 添 加 群 に 比 べ て 有 意 (pく0_ 0 1)に 皮 膚
刺 激 性 の 抑 制 が 認 め ら れ た (F ig . ト 5 ) .
1 - 8 ) C M Eゲ ル ク n マ ト グ ラ フ ィ 一 分 画 物 中 の プ n テ ア ー ゼ 活
性
C 乱用 E ゲ ル ク m マ ト グ ラ フ ィ 一 分 画 物 申 の プ E3 チ ア ー ゼ 活 性 を
Fig. 卜 6 に 示 し た o 細闇6 0k Da. 付 近
の 位 置 に ､ 基 質 B o c I Ph 畠- Se r -
A r g 一 組C A お よ ぴ B o い Va 卜
I
L e u - Ly s - 閲C A を 加 永 分 解 す る プ (3 チ ア ー
ぜ 活 性 が 検 出 さ れ た o - 方 ､ 組闇3 0 お よ ぴ 2 0k Da 付 近 の 位 置 に ､ 基
質 Bo c - Va ト Le u- Ly s - 紺C A お よ ぴ Su い Le u - LO U_- Va ト Ty r - 紺C Å を 加 水
分 解 す る プ 出 チ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た . 基 質 Su い ÅJa - Pr o- A Za -
闇CA を 加 永 分 解 す る プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は す ぺ て の 分 国 に お い て 検
出 さ れ な か っ た . フ ラ ク シ ョ ン 粥o . 5 了 お よ ぴ 58. 6 6- 68, 了1 - 了3 を
各 々 プ ー ル し て ､ そ れ ぞ れ P K. 1, P K. 2, P K. 3と 命 名 し た ｡
1 - 9 ) 各プ E3 チ ア ー ゼ の 酵 嚢 化 学 的 性 質
a ) 各 プ E) チ ア ー ゼ の 至 適 p H
- 19 -
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- 200. Fiv e 皿血te r s of e a ch ehl ate W a s
c o皿e cted･ 取 e proiein conte nt 卜 ) of the 血･a ction w
.
as m e a s u r ed fo r
optic al de n sity at 280 n m. T 払e pr ote a s e a ctivitie s i n the 缶a ctions
w e r e m e a s u r ed u sing Bod
- Val- Le t1- lps
- M C A(○), Boc - T he - Se T- Arg - MCA
(㊨), Su e- L･e u - Le n- Val- 甘yr - M C A(△), a nd SⅦ･c - A la - Pr o- A la - M C A(A)
as s nbstr ate s.
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p K. 1 1 □ チ ア ー ゼ の 至 適 p H は T. O
- 8. 0で あ っ た . 一 方 基 質 Bo
c - va ト Le u- Lys 一 博C A を 飼 い た 時 の P K. 2 とP K. 3の 至 適 p H は5･ 0 で
あ っ た (F ig . 卜 7) .
b ) 加 熱に よ る プ ロ テ ア ー ゼ 話 性 へ の 影 響
p K
. i, P K. 2, P K- 3の 各 々.の プ
ロ テ ア ー ゼ 活 性 は ､ 4 5 ℃､ 4 0 分 間の
熱 処 理 に よ LJ そ れ ぞ れ ､ 28, 60, 50% 低 下 し た . 55℃ で の P K･ 1 の 残
存 .活 性 は 約 4 0 %で あ っ た が ､ P K. 2, P K. 3 の プ E) チ ア
- ゼ 活 性 は ､
55 ℃ ､ 2 0分 間 の 熱 処 理 に よ り 完 全 に 先 着 し た (F ig . 卜 8) o
c ) 各種 試 薬 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 及 ぼ す 影 響
各 種 試 薬 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 に 及 ぼ す 影 響 を Tab lel
- 2に 示 し た o
R K. 1の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は ap r otinin , 柏R - 20, SBT I, F u T1 1 了5, T L C K
や I e up e ptin に よ っ て 阻 害 さ れ た o シ ス テ イ ン や 臣D T Å, 臣G T Å は P K
. 1の 活 性 に 影 響 を あ た え な か っ た o P K. 2 とP K. 3の プ m テ ア
ー ゼ 活
性 は ap r otinin , M R- 2 0, S B T l, F ”T- 1 了5 とT P C Kに よ っ て 阻 害 さ れ な か
っ た が ､ T L C K, Ie upe ptin や ヨ ー ド 酢 酸 に よ っ て 阻 害 さ れ た o ま た
シ ス テ イ ン と E D T A は P K. 2 とP K. 3プ ロ テ ア ー ゼ を 活 性 化 し た .
1 - 1 0) C M E の6 0% 飽 和 硫 安 分 画
a ) 6 8 %飽 和 硫 安 上 清 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 物 申 の プ ロ テ
ア ー ゼ 活 性 と ア レ ル ゲ ン 活 性
c M E の 6 0 %飽 和 硫 安 上 清 分 画 を Se p ah a c ryl S - 2 0 0 ゲル ク n
- 22 -
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P K･且
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P 監･2
,
and P 監｡3 鮎 ctio n s w ere ぬe ated at 37
fo r 0- 40 m払 in lOO皿】姐 p払o sp血ate bⅦfEe r(p班
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P K.1, P K.2, a nd P K.3 protea s e･
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Tab且e 且- 2 Effe ct of v a rio tユS agents O n the a ctivi食ies of P K･且, P K.2, a nd P K.3
protease s･
Age nts Co n c e ntr atio n Ⅰnhibitio n, %
LAM
PK.1 P K_2 PK.3
Aprotinin
a
M R_20b
SBT王
F U で-175
TL CX.
TP C K
Leupepth
Ⅰodo a cetic a cid
Cystein e
1
10
1
10
1
10
i
1 0
1 0
10 0
1
10
1
10
10
100
10
100
E DTA 10
EGTA 10
14.9L O 0
21.9 0 0
2 1,9 0 0
29.2 0 0
28.5 0 0
36.7 0 0
33.1 0 0
43.2 0 0
70.2 72.1 67.5
86.2 89.4 91.8
6.0 0 0
13.0 4.6 0
86.9 93.8 9 3.0
94.7 97.1 97.3
0 81.6 83.0
9.7 92.5 96.9
0 - 7.5 -103,1
0 _ 276.7 ～420.3
0 - 28.4 -13.1
0 - 5.9 0
a KIU/ml.
b u/ml.
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マ 卜 グ ラ フ ィ ー で さ ら に 分 画 し た (F ig . 卜 9) . P K. 1 とP K, 2の プ ロ
テ ア ー ぜ 活 性 は 分 子 量 約 60お よ び 3 0k Da の 位 置 に 検 出 さ れ た が P K
.
3は 20k Da の 位 置 に 検 出 さ れ な か っ た . ア レ ル ゲ ン 活 性 時 各 々16 0
, 3 0, 20k Da の 位 置 に 換 出 さ れ た o
b ) 6O% 飽 和 硫 安 沈 殿 ゲ ル ク に マ ト グ ラ ブ ィ 一 分 画 物 申 の プ E3 チ
ア ー ゼ 活 性 と ア レ ル ゲ ン 活 性
c M 臣 の 6 0% 飽 和硫 安 沈 取 分 画 を S8Paha c ryI S - 200 ゲ ル ク E]
マ ト ゲ ラ フ ィ ー で さ ら に 鈴 蘭 し た (F ig . 卜 川)o 強 い P K. 2 並 び に
p K
.
3 プ 皿 チ ア ー ゼ 活 性 が 約 3 8 と 2 0k Da の 位 置 に 検 出 さ れ ､ 同 時
に こ れ ら の 分 画 に ま た 強 い ア レ ル ゲ ン 活 性 が 検 出 さ れ た o
1 - 5 ) 要 約 ､ 考 察
要 約
① 茸 ル モ ッ 卜 に C M
'
E を in viv o で 投 卑 す る と ､ 血 管 透 過 性 の 冗
蓮 が 認 め ら れ た o こ の 時 ､ 血 祭 ト リ プ シ ン 樵 プ 氾 チ ア
ー ゼ 活 性 の
上 昇 と A T 門宅 お よ ぴ 補 体 価 の 減 少 が 認 め ら れ た o
② c M E 由 身 に も ト リ プ シ ン 様 プ E3 テ ア
- ゼ 活 性 が 換 出 さ れ た o
③ c M Eと 同 時 に あ る い は C ” E 投 与 3 分 間 前 に セ リ ン プ n チ ア
ー ゼ 阻 害 剤 を 皮 内 投 与 あ る い は 静 脈 内 投 与 す る と き ､ い ず れ に お
い て も 血 管 透 過 性 の 文 選 が 抑 制 さ れ た o
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④ c M Eを Sepha c ryt S
- 2 0 0で ゲ ル ク D マ ト ゲ ラ フ ィ ー を 行 う と
分 子 量 の 異 な る 3 擾の プ E] チ ア
ー ゼ 活 性 が 検 鼓 さ れ た o
⑤ p K. 1 プ t3 チ ア ー ゼ は 組闇60k Da 付 近 の 位 置 に 娩 出 さ れ ､ 基 質 B o c
-
p he - Se 卜 Å r g 一 細C Åc お よ ぴ Bo c
- V a ト L e u - Ly s 一 組C Å を 加 永 分 解 し ､ こ
の 活 性 は apr otin I
'
n , 輔R - 2 e, F u T- 1 7 5 やS 8
LT Zな ど の 骨 リ ン プ D チ ア
ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 を 受 け た ｡
⑥ p K. 2お よ ぴ P K. 3プ ロ テ ア ー ゼ は 各 々 観闇約 3 D お よ ぴ20k Da の 位 置
に 換 出 さ れ ､ 基 質 8o c
.
- Va ト Le u- Ly s 一 組CA お よ ぴ Su c - L e w - Le o- V a 卜
Ty r 一 顧C Å を 加 水 分 解 し ､ こ の 活 性 は T L C K, 暮e up e p t主n や ヨ
ー ド 酢 酸
に よ っ て 阻 害 を う け ､ シ ス テ イ ン や 臣D T Åに よ っ て 活 性 柁 さ れ た o
⑦ p K. 3プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 6 0 %飽 和 硫 安 の 沈 澱 鎗 商 に 存 在 し ､ こ
の 分 蘭 に は 同 時 に 強 い ア レ ル ゲ ン 活 性 が 検 出 さ れ た ｡
考 察
c M E に 対 す る 抗 体 を 受 身 慈 作 し た モ ル モ ッ ト に C M E と 色 素 の
混 液 を 静 脈 内 投 卑 す る と ､ 投 与 さ れ た 動 物 は 全 身 で の 血 管 透 過 性 が
瓦 適 す る と と も に ア ナ フ ィ ラ キ シ - 様 反 応 を 発 症 し 死 亡 し た o こ の
原 因 と し て 以 下 の 3 つ の 原 因 が 推 測 さ れ た ｡ ① 皮 内 に 注 射 し た 抗 体
の 力 価 が 強 す ぎ た た め ､ 抗 体 が 皮 内 局 所 に と ど ま ら ず 全 身 的 に 受 身
感 作 さ れ て し ま っ た ｡ ② ダ ニ 抗 原 は 通 常 環 境 中 に 存 在 す る た め ､ 正
常 と 思 わ れ た モ ル モ ッ ト が す で に 自 然 感 件 を 受 け て い た ｡ ⑨ モ ル モ
ッ ト は ､ ア レ ル ギ ー 反 応 以 外 の 非 免 疫 的 な 作 用 で 死 亡 し た ｡
本 皮 広 が ア レ ル ギ ー 反 応 に 起 斡 す る の か ､ 罪 ア レ ル ギ ー 反 応 な の
か を 証 明 す る の に 最 も 直 接 的 か つ 簡 便 な 方 法 は ､ 測 定 感 度 の 点 か ら
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R ÅST法 ､ 臣L 8 S A法 等 を 伺 い in vit r oで 抗 原 特 異 的 抗 体 を 証 明 す る こ
と で あ る ｡ し か し こ れ ら の 方 法 を 実 施 す る た め の 抗 体 ( 杭モ ル モ ッ
ト tg臣 抗 体 ) は 世 界 に お い て ま だ 作 製 さ れ て い な か っ た Q .そ こ で 別
の 方 法 で 証 明 し よ う と 試 み た ｡
① の 可 能 性 を 否 定 す る た め に は ､ 杭 体 を 投 卑 し て い な い 正 常 の モ
ル モ ッ ト で 本 現 象 が 発 現 す る か ど う か 検 許 す る の が 適 切 で あ る ｡ そ
こ で 正 常 モ ル モ ッ ト に C ” E と 色 素 の 混 合 液 を 静 脈 内 投 与 し た . そ
の 結 果 ､ 8 例 全 例 に 血 管 透 過 性 の 瓦 進 と 8 例 中 6 例 に ア ナ フ ィ ラ キ
シ ー 様 反 応 が 観 察 さ れ た ｡ こ の こ と か ら ､ 皮 内 に 注 射 し た 抗 体 の 力
騒 が 強 す ぎ た た め ､ 乾 騰 が 皮 内 局 所 に 止 ま ら ず 全 身 的 に 受 身 感 推 さ
れ て し ま っ た 可 能 性 は 否 定 で き た ｡
次 ぎ に ② の 可 能 性 に つ い て 挨 討 を 加 え た ｡ 自 然 の 状 態 で 感 作 を 受
fサ る 郵 物 モ デ ル と し て は ､ 且n o ら
2 9)
の 報 告 す る ダ ニ 自 然 感 作 イ ヌ ､
pa t te r s o nら
3 ¢)
の 報 告 す
･
る ブ タ ク サ 自 然 感 作 イ ヌ ､ ス ギ 花 粉 自 然
感 得 サ ル
31)
な ど が 報 告 さ れ て い る が ､ モ ル モ ッ ト で の 報 告 は な い o
先 に も 述 べ た が ､ 由 然 感 件 を 受 け て い る か ど う か を 証 明 す る た め に
は ､ in vit r oで 抗 原 特 異 的 Ig臣 抗 体 を 証 明 す る の が 確 実 で あ る が 不
可 能 で あ っ た ｡ そ こ で ､ in viv o で の 証 明 を 読 み た . 本 反 応 が ア レ
ル ギ ー 性 の 反 応 で あ る 場 合 ､ ヒ ス タ ミ ン 等 の 化 学 伝 達 物 質 が 介 在 す
る は ず で あ る ｡ そ こ で 抗 ヒ ス タ ミ ン 剤 を 前 処 置 す れ ば 本 反 応 が 抑 制
さ れ る も の と 推 測 し た ｡ 実 験 を 行 っ た 結 果 ､ ジ フ ェ
'
ン ヒ ド ラ ミ ン 前
処 置 に よ り ､ 血 管 透 過 性 の 克 進 は 軽 度 抑 制 さ れ る に す ぎ な か っ た o
本 案 敬 で 用 い た ジ フ ェ ン ヒ ド ラ ミ ン の 投 与 量 は ､ モ ル モ ッ ト に お け
る ア レ ル ギ ー 反 応 を 完 全 に 抑 制 で き
-
る 量 で あ る こ と が す で に わ か っ
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て い た ｡ こ の こ と か ら ､ モ ル モ ッ ト が 自 然 感 作 を 受 け て い る 可 能 性
が 否 定 で き た ｡
さ ら に ､ ③ の 可 能 性 に つ い て 検 討 を 加 え た . 閃a g a t a ら
3 2)
紘 ､ 吐
ト 血 寮 に ハ ウ ス ダ ス ト を 添 加 す る と ､ 祷 体 系 が 活 性 化 す る こ と を 報
告 し て い る . 裸 体 系 は ､ 血 液 凝 固 曲 線 藩 系 ､ カ リ ク レ イ ン
一 幸 ニ ン
系 な ど と 密 接 に 連 関 す る
3 3)
｡ す な わ ち ､ 補 体 系 が 活 性 化 す れ ぼ 血
液 凝 固 ｡ 線 藩 系 お よ ぴ カ リ ク レ イ ン ー キ ニ ン 系 が 活 性 化 す る 可 能 性
が 考 え ら れ る o 補 体 系 の 活 性 化 の 結 果 と し て 生 じ る C3a お よ ぴ C 5a
は ､ ア ナ フ ィ ラ ト キ シ ン と し て 働 く . カ リ ク レ イ ン 一 幸 ニ ン 系 の 活
性 化 と し て 生 じ る キ ニ ン 額 は ､ 血 管 透 過 性 を 瓦 遺 さ せ る と 共 に シ ョ
ッ ク 症 状 を 引 き 起 こ す ｡ 凝 固 ｡ 線 藩 系 の 活 性 牝 は ､ 血 栓 を 誘 発 す る ｡
そ こ で ､ in vi∀ o に お い て C M Eが こ れ ら の 系 を 活 性 化 し て い る の
ど う か 検 討 し た . F u T- l了5 は ､ 補 捧 系 ､ 血 液 凝 固 ｡ 線 藩 系 お よ ぴ カ
リ ク レ イ ン ー キ ニ ン 系 に 関 与 す る セ リ ン プ Q テ ア ー ゼ の 強 力 な 阻 害
薬 で あ る o そ こ で ､ F u T- 1 了5 前 処 理 に よ 8J 本 反 応 が 抑 制 さ れ る か ど
う か 検 討 し た . そ の 結 果 ､ F U で- 1 7 5前 処 置 は C M E誘 発 に よ る モ ル
モ ッ ト の 血 管 透 過 性 瓦 違 お よ ぴ ア ナ フ ィ ラ 尊 シ ー 様 反 応 を 強 く 抑 制
し た ｡ こ の こ と か ら ､ C M Eが こ れ ら の 系 を 活 性 化 し て い る 可 能 牲
が 考 え ら れ た . そ こ で 次 ぎ に ､ C M Eが 補 体 系 ､ 血 液 凝 固 ･ 線 素 系 ､
カ リ ク レ イ ン ー キ ニ ン 系 な ど を 活 性 4ヒ し て い る こ と を e x viv o に て
直 接 証 明 す る こ と と し たr. C ” E を モ ル モ ッ ト に 静 脈 内 投 与 し ､ 血
蒙 を 得 ､ 血 車 中 の パ ラ メ ー タ ー を 測 定 し た o 補 体 系 の 活 性 化 の 指 標
と し て 補 体 価 (C H5 0)を ､ 血 液 凝 固 ｡ 線 涛 系 の 活 性 化 の 指 標 と し て ､
a n t ト th r o mb inII( A T HI) を ､ ま た 血 中 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
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- ゼ の 線 活 性 を 測 定 し た o そ の 結 果 ､ C M E投 毎 に よ り C ‖5 0 およ ぴ
A T 柑 は 枯 渇 に よ り 低 下 す る と と も に ､ ト リ プ シ ン 棟 プ t3 チ ア ー ゼ
の 練 活 性 が 上 昇 し ､ 生 体 内 に お い て 補 体 系 ､ 血 液 凝 固 ｡ 嘩 溶 系 が 活
性 絶 し て い る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ｡ さ ら に ､ i n vit r oに お い て 血 梁
に C M Eを 添 加 し ､ こ れ ら の 系 が 活 性 化 す る か ど う か 換 討 を 加 ぇ た o
そ の 結 果 ､ 反 応 時 間 に 依 存 し ､ ト リ プ シ ン 様 プ E3 チ ア
ー ゼ
r
の 総 譜 牲
の 上 昇 お よ ぴ C H5 0の 低 下 が 観 察 さ れ た . 以 上 in viv o, e x vi v oお よ
ぴ 毒 n vit r oの 3 つ の 実 験 系 を 通 じ ､ C 醐 Eが 各 種 車 乗 系 を 活 性 化 し ､
こ れ が i n vi v o で 認 め ら れ た 全 身 の 血 管 透 過 性 瓦 遭 お よ ぴ ア ナ ブ ィ
ラ キ シ ー 桂 皮 応 の 原 因 と な っ て い る 可 能 性 を 証 明 し た o
c M.E が 血 中 の プ ロ テ ア
ー ぜ を 活 性 化 す る 場 合 ､ 2 つ の メ カ ニ ズ
ム が 考 ぇ ら れ る o l つ は , C M E自 身 が エ ン ド ト キ シ ン の よ う に 振
る 舞 い ､ 生 体 内 の プ ロ テ ア ー ゼ を 活 準 化 す る と い う メ カ ニ ズ. ム で あ
る ｡ エ ン ド ト 串 シ ン 蛙 ､ 血 中 のt 裾 線 系 , 血 液 凝 固 ｡ 線 薄 茶 ､ カ リ ク
レ イ ン - 串 ニ ン 系 を 活 性 化 さ せ る こ と が 知 ら れ て い る
3 4)
○ も う 一
っ は ､ C M E申 に プ n チ ア ー ゼ が 存 在 し ､ こ の プ ロ テ ア
ー ぜ が ､ 血
中 の 補 体 系 ､ 血 液 凝 固 ｡ 線 藩 系 ､ カ リ ク レ イ ン
- キ ニ ン 系 を 活 性 化
さ せ る と い う よ う な
'
メ カ ニ ズ ム で あ る . 急 性 膝 炎 の よ う な 病 態 の 場
合 ､ 消 絶 酵 素 の ト u プ シ ン が 血 中 に 遜 健 さ れ ､ こ れ が 血 中 の 補 体 系 ､
血 液 凝 固 ｡ 線 溶 系 ､ カ リ ク レ イ ン
一 半 ニ ン 系 を 活 性 化 さ せ る こ と が
知 ら れ て い る
3 5)
o そ こ で C M E申 に プ u チ ア ー ゼ が 存 在 す る か ど
う か 検 討 し た o そ の 結 果 ､ C M E申 に ト リ プ シ ン 様 せ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ が 弱 い な が ら 存 在 し ､ C M Eを 血 祭 に 添 加 す る と ､ ト リ プ シ ン
様 セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 増 加 す る 現 象 が 認 め ら れ た o す な わ ち
- 31 -
､ c M E を 血 費 に 添 加 し た 場 合 ､ C M E申 に 存 在 す る ト リ プ シ ン 様
セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ が ､ 補 体 系 ､ 血 液 凝 固 ◎ 線 藩 系 ､ カ リ ク レ イ ン
ー キ ニ ン 系 に 閏 年 す る ト リ プ シ ン 様 せ リ ン プ m チ ア ー ゼ を 活 性 化 す
る メ カ ニ ズ ム が 示 唆 さ れ た ｡
前 述 の in viv o の 実 験 で は ､ F u r- 175 を伺 い る こ と に よ り C M E
を 投 与 し た 生 体 内 に お い て ､ 補 体 系 ､ 血 液 凝 固 ｡ 線 薄 茶 ､ カ リ ク レ
イ ン 一 幸 ニ ン 系 の 活 性 化 が 関 与 す る 可 能 性 を 示 唆 し た . F u T- 1 了5 は ､
神 体 系 に 開 写 す る セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ の CIs , Clr等 を 抑 制 す る と 共
に , 血 液 凝 固 ｡ 線 溶 系 の th r o mb in , pla s mi n , カ リ ク レ イ ン - キ ニ ン
系 の カ リ ク レ イ ン な ど を 幅 広 く 抑 制 す る
36)
｡ c ” E 投 毎 に よ る 生
捧 で の 血 管 透 過 性 の 玉 造 に は ､ こ れ ら の 系 の う ち ど の 系 の 活 性 化 が
<
重 要 な の か ､ in vi∀ o で さ ら に 検 討 を 加 え た o a pr otini n は ､ カ リ
ク レ イ ン お よ ぴ pla s min の 阻 害 辛 で あ り ､ 補 体 系 お よ ぴ 凝 固 系 の せ
I) ン プ ロ テ ア ー ゼ を 抑 制 し な い
3 7)
. c M 巨を モ ル モ ッ ト の 皮 内 に
注 射 し た 場 合 に 発 現 さ れ る 血 管 透 過 性 の 瓦 進 を ap r oti nin が 和 利 す
る ど う か を 検 討 し た . a p r otinin は C M 巨 によ る 血 管 透 過 性 の 先 進
を 有 意 に 抑 制 し た こ と か ら ､ カ リ ク レ イ ン 一 幸 ニ ン 系 の 活 性 化 が C
M 巨 中 の ト リ プ シ ン 棟 プ ロ テ ア ー ゼ に よ る 血 管 透 過 性 の 瓦 進 に 重 要
で あ る と 思 わ れ た ｡
さ ら に C M E申 に 存 在 す る プ n チ ア ー ゼ に つ い て 詳 細 な 換 討 を 行
っ た o す で に Ste wa rd ら
3 8)
は ､ ダ ニ 抽 出 エ キ ス 申 の 酵 素 と ア レ ル
ゲ ン と の 関 連 を 報 告 し て い る ｡ 披 等 は A =くal in e ph o sphat a s ¢等 を 含
む 1 9 種類 の 酵 素 活 性 を 測 定 し ､ 15種 類 の 帝 素 活 性 を 検 出 し て い る .
交 差 免 疫 電 気 泳 動 を 用 い た 実 験 で ､ ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 す 亀 と 思 わ
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れ る 酵 素 は ､ e s t e r a s e, a cid pho spha t a s e, a - glu c u r o ni da s e の 3 種
で あ る と 報 告 し て い る . ト リ プ シ ン お よ び 串 モ ト リ プ シ ン 活 性 も 同
時 に 測 定 し て い る が ､ こ れ ら プ E3 テ ア ー ゼ 活 性 は 検 出 さ れ_な か っ た
と 報 告 し て い る o し か し ､ 免 に 述 べ た よ う に ､ 姐C A 基 質 を 伺 い た 場
合 ､ ‾C M E申 に ト リ プ シ ン 様 プ m チ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た o こ の
違 い は 主 に ､ 彼 等 の 潤 い た 風p ト Zym sy s te mEま 発 色 基 質 で あ LJ ､ 蛍 光
基 質 で あ る 困C Å 基 質 を 用 い た 測 定 法 に 比 べ て ､ 感 度 が 聴 い た め に プ
o チ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ な か っ た と 思 わ れ る .
次 ぎ に ､ C M 臣 申 の プ E3 チ ア ー ゼ に つ い て ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 行 い そ の cha r ac te riz atio nを 行 っ た o Sepha cry[ S- 2 O Oゲ ル ク
Ⅲ マ ト ゲ ラ フ ィ - を 行 う と 分 子 量 の 異 な る 3 種の プ D チ ア ー ゼ 活 性
が 検 出 さ れ た . P 旺. 1 プE= チ ア ー ゼ は 関闇6 0k Da 紺 近 の 位 置 に 検 出 さ れ ､
c 末 端 側 に ア ル ギ ニ ン や u ジ ン を 有 す る 合 成 ペ プ チ ド 基 質 Bo い P he
-
se r - År g 一 組C A お よぴ Bo い Val
- L串 u - Ly s 一 組C 鳳 を 触 永 分 解 し ､ そ の 至 適
p H は T. 0 - 8. 0 で あ っ た . ま た P K. 1の 活 性 娃 apr otinin , 朗R
- 2 8, 紺 T -
1 了5 申S B T 旦な ど の セ リ ン プ n チ ア
ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 を 受 け た ､ o
セ リ ン プ E3 チ ア ー ぜ は 活 性 中 心 が セ リ ン 残 基 で あ り , そ の 基 質 特 異
性 か ら 3 種 の グ ル - プ に 分 類 さ れ る . ト リ プ シ ン 様 プ 田 チ ア ー ゼ ､
キ モ ト (] プ シ ン 様 プ c] チ ア ー ゼ と エ ラ ス タ ー ゼ で あ る ｡ ト リ プ シ ン
･
桂 プ ロ テ ア ー ゼ は リ ジ ン や ア ル ギ ニ ン の C 末 端 側 の ペ プ チ ド 結 合 を
特 異 的 に 加 水 分 解 し ､ キ モ ト リ プ シ ン 様 プ m チ ア
ー セ は チ n シ ン や
フ ェ ニ ル ア ラ ニ ン の C 宋 端 側 の ペ プ チ ド 結 合 を 特 異 的 に 加 水 分 解 す
る o 一 方 エ ラ ス タ ー ゼ は ア ラ ニ ン の C 末 端 側 の ペ プ チ ド 結 合 を 特 異
的 に 加 味 分 解 す る o PK. 1 プ ロ テ ア ー ゼ は ､ セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 阻 害
- 3 3 -
刺.に よ っ て 特 異 的 に そ
の 活 性 が 阻 害 さ れ ､ し か も リ ジ ン 申 ア ル ギ ニ
ン の C 宋 省 側 の ペ プ チ ド 結 合 を 特 異 的 に 加 凍 分 解 す る こ と よ り ､ ダ
ニ 由 来 の セ リ ン プ ロ テ ア
ー ゼ で ト リ プ シ ン 様 プ 氾 チ ア ー ゼ に 属 す る
も の で あ る と 思 わ れ る o
- 方 P K･ 2 お よ ぴ P K･ 3 プ m チ ア ー ゼ は TL C 配や
fe upeptin , ヨ
ー ド 酢 酸 に よ っ て 阻 害 さ れ 1 aP r Otinin , 関沢
- 2 0申
FU ト1 了5 な どの セ リ ン プ c] チ ア
ー ゼ 阻 害 剤 で は 阻 害 さ れ な か っ た o
代 表 的 な シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る パ パ イ ン や カ テ プ シ ン B は
TL C 乾や I e up e p tin ､ ヨ
ー ド 酢 酸 に よ っ て 阻 害 を う 柑 ､ シ ス テ イ ン に
ょ っ て 活 性 托 さ れ る.= と が 知 ら れ て い る
3 9- 4 2)
o ま た カ テ プ シ ン B
の 至 適 p H は 酸 性 領 域 で あ る
39)
o 以 上 各 種 阻 害 剤 な ら び に 至 適 p
H の 実 験 結 果 よ LJ ､ P K. 2 お よ ぴP K･ 3プ n テ ア
ー ゼ は ､ カ テ プ シ ン B
な ど の よ う な シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る と 思 わ れ る o
ま た P K. 3 プ ロ テ ア
ー ゼ は ､ C M Eの 6 0% 飽 和 硫 安 沈 毅 鈴 蘭 に 存 在
し ､ し か も ゲ ル ク マ ト ゲ ラ フ ィ
- で の 分 子 量 が 2 0k Da で あ る こ と は ､
ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン の 1 つ で あ る De r 千 ( の 物 理 化 学 的 性 質 と
-
致 し て い た
7)
. よ っ て ､ PK ･ 3 プ ロ テ ア
- ゼ は ､ De r † S で あ る 可 能
性 が 示 唆 さ れ た ｡
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議琴 2 童 鑑ニ 恥凋 臣 申 qこ 存 在 骨
‾
る ･乞〆 ス
モ声- - d ニノ ブ m チ ア ー 増ぎ の 精 製
C M 巨申 に 存 在 す る シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ (P K. 3)は ､ 6 0 %飽 和
硫 安 沈 殿 鎗 画 に 存 在 し ､ ゲ ル ク m マ ト ゲ ラ ブ ィ ー で の 分 子 量 が 2 OkD
a で あ っ た ｡ こ の 物 理 化 学 的 性 質 は ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン の 1 つ で
あ る 防e r f B の 性 質 と 額 駁 し て い た o し か も シ ス テ イ ン プ Ⅲ チ ア ー
ゼ 活 性 鎗 画 に 破 い ア レ 抽 ゲ ン 活 性 が 検 出 さ れ た こ と よ り ､ 雨 着 の 開
連 が 第 1 章 に お い て 示 唆 さ れ た o
そ こ で 本 章 に お い て は ダ ニ 鞄 抗 原 抽 出 エ キ ス よ り シ ス テ イ ン プ Ⅲ
チ ア - ゼ 活 性 を 指 寝 に し て こ の 酵 素 を 精 製 し ､ こ れ が De r f 暮 と 同
- 分 子 で あ る か ど う か 論 ず る o
2 - 1 ) 実 験 材 料 お よ ぴ 方 法
c M E凍 結 乾 鰻 未 の 調 製 : 第 1 章 と 同 じ
杭 C M E血 清 の 讃 製 :
c M E凍 結 乾 燥 末 の s aJ in e溶 液 (4 ng/ml) を 等 量 の c o mplet e
Fr e u nd
-
s adju v a nt(デ イ フ コ 杜 ) と 混 じ ､ そ の 1 mlを ウ サ ギ (Ne w
ze a]a nd 闇h ite)の 皮 下 背 筋 数 ケ 所 に 1 週間 隔 で 計 6 観注 射 し た o 最
後 の 注 射 か ら 川 日 日 に 全 採 血 を し ､ ウ サ ギ 抗 C M E抗 体 を 得 た ｡ ウ
サ ギ 坑 De r f ? 血 清 お よ ぴ De r f l 棲 品 は ､ 安 妓 博 士 ( 国 立 相 模原
病 院 ) よ り 供 与 さ れ た ｡
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ゲ ル 内 沈 降 反 応 ニ
ゲ ル 内 沈 降 反 応 は オ ク テ 凸 ニ ー の 方 法 に 従 っ て 行 っ た
4 3)
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 :
基 質 に Su c- L e u - Le u- Va ト Ty r
- 顛C A ( ぺ プ チ■ ド 研 究 所 ) を 用 い た .
o. 1 mI の カ ラ ム 分 画 に ､ 0. 1 輪 P8 (pH 6. 0) に 溶 解 し た 上 記 基 質
溶 液 ( 川 u m o り 0. 8 ml, 活 性 化 割 と し て 0, 02 姐 シ ス テ イ ン 岱. Q 5 m
I と 0. 0 2 幽 臣D T A0. 0 5 ml と を 混 食 し ､ 反 応 薄 液 を 計 1 m!と し た o
3 7 ℃ 3 0 分間 イ ン キ ュ ペ - ト 後 ､ 1 5 %酢 敢 2 ml を 加 え 反 応 を 停 止 さ
せ た o そ の 後 の 蛍 光 強 度 の 測 定 は 帯 1 章 の 方 法 に 準 C た o
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 構 製 :
精 製 方 法 を F ig . 2 - 1 に 示 し た ｡ 1 . 5 グ ラ ム の C ” E を 5 O mI の
o. o 1 切 P 8 S(pH 了. 0)に 溶 解 し ､ 4 ℃ 1 時 間 捜 拝 し た . 次 ぎ に こ の
液 を 遠 心 (10, 0 0 0g . 4℃., 1 時 間 ) し ､ 上 溝 鈴 蘭 を 碍 ､ こ れ に 100
% 飽 和 硫 安 溶 液 を 添 加 し ､ 6 0% 飽 和 硫 安 に な る よ う に 議 製 し た .
遠 心 (川 , 0 0 0g , 4℃ , 1 時 間 ) し ､ 6 0 %飽 和 硫 安 沈 毅 分 画 を 0. 0 2 鞘
の P B(pH 6. 0)1 0mI に 溶 解 し ､ 同 鞍 衝 液 に 対 し て 透 析 し て 硫 安 を 除
い た 後 ､ 同 撮 衝 液 で 平 衡 化 し た DEAE - S e ph a c 8I(フ ァ ル マ シ ア 社 )
カ ラ ム (I . 5 X ‖) c m) を 宛 い て 溶 出 し , さ ら に 0 - 0. 3観 鮎 aCl で 直
線 的 溶 出 を 行 っ た ｡ 非 吸 着 分 画 申 の 強 い シ ス テ イ ン プ ロ テ ア - ゼ
活 性 を 示 す 分 画 を 集 め プ ー ル し ､ こ れ を Fr . 1 と し た o F r . 1 を 0. O 5
細Tris - H C t(pH 8. 0) で 透 析 後 ､ 同 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た D E A E- Sepha
c el カ ラ ム (2. 5 X 7. 5 c m) を 用 い て 溶 出 し ､ さ ら に 緩 衝 液 の pHを
- 3 6 -
CM臣
(N 州4)2S O4
60 %s aモu rat毒orl
P抑 S uP･
壱
D E A監S叩ha c euP BpH 6･0)
8
D 臣A 臣Se紳a c eHTris ･ HCIpH 8･0)
且
Sephac吋 S-2 00
i
Che亀armg Sepharo s e
S
Sephadex G75
Fig･ 2
- 且･ D iagra m of the is olatio n proc edu r e Eor cystein e proteas e･
s早p - Supe r n at nt;ppt- pr e cipitate,I
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変 え ､ 緩 衝 液 の 壇 濃 度 を O. O 5 紺 Tri s
- ‖C f(pH 7. 4)十8. 2 朗 朗aC J､
o. o 5 細 Tris - 一 門C l(pH 了 , 4)＋0. 5 鳩 糾aC t と高 め て ､ 段 階 的 溶 出 を 行
っ た o 敬 い シ ス テ イ ン プ 四 チ ア
ー ゼ 活 性 の 認 め ら れ た 0 . 05 鳩 Tri
s
一 朗C L(pH 7. 4)‡0, 2 閲 NaC l溶 出 鎗 画 を 集 め て Fr . 2 と し た . 4 5.ml の
Fr
. 2 をP 朗- 10 メ ン プ レ ン ( ア ミ コ ン 杜 ) を 尉 い て 限 外 演 適 法 に よ
i) 6. 5 mI に 濃 縮 し た . 次 ぎ に Fr . 2 を 0. 0 2 寓 P B S(pH 6. 0)で 平 衡 化
し た Se ph a c ry] S
- Z O O(2. 5 X 88 c n)を 用 い て ゲ ル ク m マ ト ゲ ラ フ
ィ
ー を 待 っ た . シ ス テ イ ン プ n ,5
1 ア - ゼ 活 性 の 認 め ら れ た 鈴 蘭 を
プ ー ル し (Fr . 3:98ml-)を 20 mJ に 濃 縮 し ､ a. 0 5 謝 T ri s - a c et a t e
(pH了. 5);0. 5 姐 NaC tで 透 析 し た o こ の 試 料 を 同 夜 衝 液 で あ ら か じ
め 平 衡 化 し ､ 亜 鉛 を 結 合 さ せ た Sepha r os e 6B カ ラ ム (1 . 5 X 8 c m)
で キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 い ､ pHを 6 . 5 , 5 . 5, 4. 5 と 段 階
的 に 下 げ 溶 出 さ せ た . シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 認 め ら れ た
o
. o 5 観 Tris - a c e t a te(pH5 . 5)＋0. 5 紙 NaC f 溶 出 分 画 を 集 め プ ー ル
し , こ れ を Fr - 4 と し 3 mi に 濃 縮 後 ､ 0. 0 2 輔 P B S(pH 6. 0)で 平 衡 化
し た Sephade x G
- 7 5 カラ ム (1. 9 X 了了 c m) で ゲ ル ク n マ ト グ ラ フ
ィ
ー を 行 っ た o す べ て の 捜 作 に お い て ､ 28 D n rn の 吸 光 度 を 蛋 白 の
指 標 と し て ､ モ ニ タ ー し た o
ア レ ル ゲ ン 活 性 の 測 定 :
ア レ ル ゲ ン 活 性 の 測 定 は S･akag u ch i ら
44) の 蛍 光 E L I S A法 に よ
リ 待 っ た o す べ て の カ ラ ム 分 画 物 を 0 . 1 M 炭 敢 緩 衝 液 で 1 0 0倍 に
希 釈 し ､ ポ リ ス チ レ ン 製 9 6穴 マ イ ク n プ レ ー ト (lm m ut o n l l ダ イ
ナ テ ッ ク 杜 ) に 1 w el Iあ た り 0. 05 ml 添 加 し ､ 室 温 で 1 晩 放 置 し
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た . 次 い で 1 闇 el lあ た り 0, 0 5 %の 甘w e e m2 0 を含 む PB S (pH 了. 4)
洗 浄 液 0. 3 ml で 3 国 洗 浄 し た o 次 い で 3 % ゼ ラ チ ン を l 轡el lあ た
tJ O. 3 mB添 加 し ､ ブ Q ッ キ ン グ を 行 っ た . 上 記 洗 浄 液 で プ レ
ー ト
を 3 匝畳 洗 浄 後 ､ 5 倍 に 希 釈 し た ヒ 卜 統 ダ ニ プ ー ル 血 清 (R ÅS Tス コ
ア ー > 4 ) を 1 闇e H あ た り 0. 0 5 m暮 添 加 し 室 温 で 3 時 間 イ ン キ ュ
ベ ー 卜 し た . そ の 後 プ レ ー ト を 4 回 洗 浄 し ､ 1 0培 希 釈 し た β ガ ラ
ク ト シ ダ ー ゼ 標 識 ヤ ギ 杭 ヒ ト 音gE 抗 体 ( フ ァ ル マ シ ア 杜 ) を 1 w e
I Iあ た り 0. 0 5 ml 添 加 し 室 温 で 1 6時 間 反 応 さ せ た o プ レ ー ト を 4
回 洗 浄 後 ､ 0. 1 m観 の 4 - メ チ )レ ウ ン ペ u フ ェ u ル β
- D ガ ラ ク ト
シ ド 溶 液 を 1
'
闇 e 主Iあ た り 0. 1 mI添 加 し 室 温 で 2 時 間 イ ン キ ュ ペ ー
卜 し た . 次 い で 8. 1 朗 の グ リ シ ン
一 閃aO H(pH 川 . 4) を 1 闇 eJ =あ た
り 0- 1 ml添 加 し 反 応 を 停 止 さ せ た o 避 簡 さ れ て く る 4
- メ チ ル ウ
ン ペ リ フ ェ m ン の 蛍 光 後 産 (臣x - 36 5 n m, E m - 4 50 n m)を ､ マ イ ク 甲
プ レ ー ト 縄 蛍 光 光 度 計 (組T P- 2,ZF コ m ナ 電 機 ) で 測 定 し た ｡ 10 u
関 の 4 - メ チ ル ウ ン ペ リ フ ェ 田 ン の 蛍 光 強 度 を 川 0 0F ･ l ･ (F Iu o r
-
e sc e n ce Inte n sity) と し た .
N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 :
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ の 最 終 精 製 物 に つ い て さ ら に H PL Cク ロ
マ ト グ ラ フ ィ ー (閲 od 8t 頂3O Å , Ap pl ied B io sy s t 8 m杜
一
; カ ラ ム (
8 3 00 A, 2 . 1 1D X 3 0m m を 行 っ た . 緩 衝 液 Å は ､ 0･ 1 % ト リ フ
m
E3 酢 酸 ､ 緩 衝 液 B は 0. 1 % 卜 u フ m n 酢 醸 を 含 む 了0 % ア せ ト
ニ ト
u ]レ を 用 い て 0 か ら 川 0 % 緩 衝 液 B ま
･ で 直 線 的 溶 出 を 行 っ た ( 読
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達 0. 2 m-/ 分 ) o 韓 製 し た シ ス テ イ ン プ n チ ア
ー ゼ の N 末 端 ア ミ
/ 観 取 列 の 決 定 は ､ ga s pha s e p r oて Cin s equ e n c e r(困odeJ 4 71A-
Ap pl ied Bio sy s 七 8 m S 社 ) に よ り 行 っ た o
ア ミ ノ 車 線 成 分 析 :
ア ミ ノ 懐 組 成 分 析 は 闇a t e r sPic o - Ta g s y s t e mに よ り 行 っ た o
2 - 2 ) シ ス テ イ ン プ m チ ア ー ゼ の 精 製
c ” E の6 0 %飽 和 硫 安 沈 殿 分 画 を 0. 0 2 期 P 8(p朋 8. 0) で 平 衡 化
し た DEÅE - Se ph a cel カ ラ ム を 用 い て 陰 イ オ ン 交 換 ク m マ ト ゲ ラ フ
ィ
ー を 行 っ た (Fig . 2 - 2) . 強 い シ ス テ イ ン プ t3 チ ア
- ゼ 活 性 と ア
レ ル ゲ ン 話 性 が 非 吸 着 分 画 に 検 出 さ れ ､ し か も こ の 分 両 の 蟹 白 畳
は 非 常 に 多 か っ た c 吸 光 度 28 0 n m で - . 8 以上 を 示 す 分 画 を プ
ー ル
し こ れ を Fr . 1 と した . 次 ぎ に こ の Fr . 1 を 0. 0 5緒 Tr f
'
s
I H CH pH 81 0)
で 平 衡 化 し た DEA ト Sepha c el カ ラ ム を 用 い て 再 度 陰 イ オ ン 交 換 ク
E3 マ ト ゲ ラ フ イ 一 に よ り 段 階 的 溶 出 を 行 っ た (F ig . 2 - 3) . 8 ･ 0 5 闇
T,is - H C (pH 7. 4) ＋ 0. 2 期 糾a CJで 溶 出 さ れ る 分 画 に お い て 強 い シ
ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と ア レ ル ゲ ン 活 牲 が 検 出 さ れ た ｡ こ の
分 画 を Fr . 2と し ､ こ れ を Sepha c ryI S- 2 0 0で ゲ ル ク n マ 卜 グ ラ フ
ィ
- を 行 っ た 結 果 を 示 し た の が F ig . 2
- 4で あ る o シ ス テ イ ン プ E)
テ ア ー ゼ 活 性 の シ ン グ ル ピ ー ク が 分 子 量 約 20 kDa の 位 置 に 検 出 さ
れ ､ こ の 部 分 を 集 め て Fr . 3と し た o 一 方 , 大 部 分 の 蛋 白 は v oi d分
画 に 検 出 さ れ た . F r . 3 を次 ぎ に 亜 鉛 を キ レ
ー ト イ オ ン と し た キ レ
- 40 -
Fr｡1
ト 1
∈=
盲
葺
p
o
≡
;=
(
0
ヽ
■l ■ ■l■■
.a
>
こ岩=
O
くQ
也)
の
(q
q)
ヰ ■J
0
L
a.
6 0
50
ん0
3 0
2 0
10
⊂)
0 ⊃
CtJ
!⊃
○
工
【=
也)
～
O
L
臥
5
ら
3
2
1
20m M P B＋
500mM Mac
‡
20 ん0 60 8010 0 120 1ん0 160
Fractio nN
'
o .
0.3
0.2
%
6
付
Z
0.1
3
,
000
iこ
′ - ヽ
⑳
2
)
0 0 Ov
>
ごヒ王
>
-
～
-
くっ
eO
O
i
,
OO O忘
⊂刀
L
①
葛
Fig･ 2
- 2･ Chr o m atogr aphy of the 60% a - e 血 m s ulfate pr ecipitate of
mite s on a D 毘A 丑- Sephacel c olu正 m (145Ⅹ10 c m) equiib=ated 甘 地 0･0 2 M
p B b琵 6.0). T he lin e a rgr adie n毛 eltit o n was pe 血 r m ed w 地 0･02 ” P B
(p‡葺 6.0) c o ntai血 g sodiu m chloride fro m 0 to 0 3 班, a nd 5 ml of e a ch
eiu ate w a s c o皿e cted. F I- Flu o r由 c e n c eintensity･
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- 3･ C hro m atogr aphy of Fr.1 (compa r e 繭th 毘g.2) on a D EAE -
Sepha c el colu m n(2.5 Ⅹ7.5 c m) equLibr ated with 0.0 5 M Tris - 琵Cl(p‡‡
8.0). T he stepwis e elutio n w a spe rfo r m ed with O｡0 5 M T ds - fE Cl,
containing 0.2 M NaCl(pⅢ 7.4), a nd 0.05 ” Tris - HCIcontaining 0.5 ”
NaCl(p斑 7･4)･ Aliqu ots of5 mlw e r e come cted.
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Fig. 2
- 4｡ C hr om atogr aphy of Fr･2 (c o mpa r e with 軸 ･`3) o 皿 a Sepha c ryl
s - 2 00colu Ⅱ m (2.5 Ⅹ 88c m)eqtlihbr ated with O･0 2 ” PBS(pH 6･0), a nd
5 mlofe ach elu ate w as co皿e cted.
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レ ー ト タ c] マ ト グ ラ フ ィ ー を 行 っ た (Fl
-
g . 2 - 5) . 碧 い シ ス テ イ ン
プ m チ ア ー ゼ 活 性 と ア レ ル ゲ ン 活 性 が 9. Q5 観 Tris - a c et at e(pM 5
. 5 ) ＋ 0, 5 闘 朗色Ctで 溶 出 さ れ る 分 簡 に 検 出 さ れ ､ こ の 分 商 を Fr . 卑
と し た ｡ Fr . 4 をS ephade x G - 了5 カ ラ ム を 桐 い て ゲ ル ク E3 マ ト ゲ ラ
フ ィ ー を 行 っ た 結 果 を 示 し た の が F ig. 2 - 6 で あ る o #闇 2 0 k Da の
位 置 に シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 ､ ア レ ル ゲ ン 活 性 並 び に 吸 光
度 28 0n m の 蛋 白 が 共 に - 致 す る 単 - ピ ー ク が 得 ら れ た o ピ ー ク 分
画 は 集 め ち れ , 再 度 55% 飽 和 硫 安 分 画 を 行 い そ の 沈 殿 鈴 蘭 を 最 終
特 製 物 と し ､ 以 下 の 実 額 に 供 し た o な お 最 終 清 製 物 の 比 活 性 (1 5 3
n m oI/m
l
L n/mg pr otei n)は ､ 出 発 樹 科 ( C M E) の 比 活 性 (2 格 n m ol
/min/mg pr otein)に 比 べ て 約 6. 5 培 に 上 昇 し た .
2 - 3 ) ゲ ル 内 沈 降 反 応
最 終 精 製 物 の 精 製 度 を ゲ ル 内 沈 降 反 蘇 で 確 認 し た (Fig . 2 一 丁) o
こ の 最 終 精 製 物 お よ ぴ De r f l 榛 品 に つ い て ､ De r 千 l に 対 し て
作 製 し た ウ サ ギ 坑 De r † き 洗 体 と の 鞠 で ゲ ル 内 沈 降 反 応 を 行 っ た
Q 両 者 と も 筑 De r 千 ( 抗 体 と の 間 に 明 綾 な 一 本 の 沈 降 棲 を つ く 8) ,
し か も こ れ ら の 沈 降 線 は †u s e し て い た (ド
-
tg . 2 - 7a)｡ ま た 最 終 清 製
物 あ る い lま De r 千 l 標 晶 と ウ サ ギ 杭 C ” E 血 清 と の 間 に 紘 †u s eす
る 明 綾 な 1 本 の 沈 降 線 が 認 め ら れ た o 一 方 C M E と 坑 C M E血 清
と の 間 に lま教 本 の 沈 降 線 が 検 出 さ れ た (F ig . 2 - 7b).
2 - 4 ) N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列
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-5･ Chr o m atogr aphy of Fr･3 (coⅢpa r e with &g･4) o
.
A
Sepha r o s e6 B･ 馳 e c oluⅢ m (1･亨 Ⅹ 8 c m) w a schelated dth z i n c
equilibr ated with O･05 班 Tris
- acetate c o ntaining O･5 ” s o血 m
(p斑 7.5). T he s a mples w a s 申ted with a stepwis e de c r e m e ntin
the T ris - a c etate buffe r;pH 6･5, pⅢ 5･5, pH 4･5･ Al iqu ots of 5
come cted.
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- 6. Chr o m atography of Fr1 4 (compa r e with 点g･5) on a Sephade x G -
75 c olu 皿 (1.9 Ⅹ 77 cm) eqdibrated with O･0 2 M P B S(pH 6･0)I
A払quots of 3miw e r ec one cted･
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らFig.2 - 7 伽弧ble 血 no 肋 sion･ a: Re 粗放 b
etwe c n 弧Ple (the 血 al prep甲ation)
and Der ilE (D_fI) wi 也 a nti- Der f u aDJ)ser a･ b:
-R8 S地 betwee n s a mp且ae (加
温naip陀Par ation)and De ri ‡with an延
- crude mite e xtra ct(aC M E)scr aA
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最 終 精 製 物 と D･e r i B
に 一 致 し た (F ig . 2 - 8).
2 - 5 ) ア ミ ノ 酸 組 成
の N 末 端 ‖)残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 は ､ 完 全
最 終 精 製 物 の ア ミ ノ 酸 組 成 は ､ す で に Ya s u eda ら
4 5)
に よ っ て
報 告 さ れ て い る De r 千 I の そ れ と ほ ぼ 同 等 で あ っ た (Tab le 21 )
2 - 6 ) 要 約 ､ 考 察
要 約
① c M E の6 0% 飽 和 硫 安 沈 殿 分 画 に つ い て D E A E- Se pha c eI 陰 イ オ
ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー , 亜 鉛 キ レ ー ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー ､
Se ph a c ryt S- 2 0 0, S 6 Ph ad e x ち - 7 5 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ リ
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 精 製 を 試 み た
② 最 終 精 製 段 階 の Sephade x G - 了5 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て ､
分 子 量 2 0 k Da の 位 置 に シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 ､ ア レ ル ゲ ン
活 性 お よ び 吸 光 度 2 8 0n m が 共 に 一 致 す る 単 - ピ ー ク が 得 ら れ た o
⑨ 上 記 ピ ー ク の 5 5 %飽 和 硫 安 沈 毅 分 国 を 最 終 精 製 物 と し ､ 最 終 精
製 物 お よ ぴ De r 千 1 棲 品 に つ い て ､ P e r 千 l に 対 し て 作 製 し た ウ
サ ギ 抗 De r 千 l 抗 体 と の 間 で ゲ ル 内 沈 降 反 応 を 行 っ た と こ ろ ､ 両
者 と も 杭 De r 千 l 抗 体 と の 問 に 明 瞭 な 1 本 の 沈 降 線 を つ く り ､ し
か も こ れ ら の 沈 降 線 は †u s eし て い た ｡
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- 8･ Sequ e血c e of N
- te Ⅲ 血 al a 皿血o a cids c o mpa r mg cystein e
pr ote a s e and De ri ‡･ De Ti ls equ e n c ed
ata w e r e obtained &o m Heym a n n
et al.[83.
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Table 2-7 Amin o a cida n alysis of cystein e pr ote a s e a nd De r f L
Data oず aEBjno acid c o mpsition oず Der f 8 闇a S Obtained fr o mVa s u eda
et a). [舶].
Residue s/柑O r esI
'
du e s
Anino a cid Cys 紬ine prote as e De rず 且
Aspa r atic a cid
Th¢r o nine
Se rin e
Glu ta mic a cid
Proline
Gfycin e
AJa nine
l/2Cystine
VaJin e
組ethio nin e
lsole ucine
Leucin e
Tyr o sin e
Phe nylaJa nin e
Histidin e
Lysin e
Try ptopha n
Arginine
1
1
7
3 . 4
5 . 8
8 . 3
2 . 9
3 . 2
0. 0
6 . 6
2 . 2
4 . 7
1 . 8
4. 7
6 . 2
6. 2
2 . 7
4 . 0
1 . 0
6 . 3
1 i. 0
5 . 了
6 . 7
1 3. 0
3 . 2
9 . 1
6
.
5
2 . 4
6 . 4
2 . 2
7 . 卑
4 . 6
7 . 3
1 . 7
3 . 4
1 . 3
1 . 5
6 . 7
5CI
㊨ 最 終 精 製 物 の N 末 端 川 残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 は De r f 8 のそ れ と
完 全 に - 致 し ､ ま た ア ミ ノ 酸 観 成 も De r f き の そ れ と ほ ぼ 同 等 で
あ っ た ｡
考 察
第 1 章 に お い て C M E中 に 少 な く と も 2 種類 の プ E) テ ア - ゼ す
な わ ち ト リ プ シ ン 棟 プ u チ ア ー ゼ と シ ス テ イ ン プ E3 チ ア ー ゼ が 存
在 す る こ と が 判 明 し た . ま た シ ス テ イ ン プ u チ ア ー ゼ の 物 理 化 学
的 性 質 ( 分 子 量 や 熟 に 対 し て 不 安 定 で あ る こ と な ど ) が ダ ニ の 主
要 ア レ ル ゲ ン ･ の 1 つ で あ る De r 千 ! の そ れ と 類 似 し て い る こ と か
ら 両 者 の 関 連 が 示 唆 さ れ た ｡ そ こ で C M E申 の シ ス テ イ ン プ ロ テ
ア - ぜ の 精 製 を 試 み ､ De r 千 l と 同 - 分 子 で あ る か ど う か 検 討 し
た . シ ス テ イ ン プ 田 チ ア
ー ゼ の 精 製 を 試 み る に あ た っ て ､ 同 時 に
存 在 す る ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 影 響 を な く す 必 要 が あ る ○
予 備 実 験 の 結 果 か ら 基 質 に Su いLe u
- LO U- Va ト Ty 卜 閲C Å を 用 い ､ 反
応 薄 液 の pM は 6. O に し ､ シ ス テ イ ン プ E) チ ア
ー ゼ の 活 性 化 剤 と し
て の シ ス テ イ ン と E D †Åを添 加 す る 系 が 最 も 適 し て い る こ と が 判 覗
し た . よ っ て こ の 測 定 系 を 用 い て ､ 第 1 葦 の 結 果 よ LJ ､ C M E の
6 8% 飽 和 硫 安 沈 毅 鎗 画 を 出 発 材 料 と し た . ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン
の ク n - ニ ン グ に 世 界 で 最 初 に 成 功 し た C h.u aら
1 6)
は ､ グ ル ー プ
l ア レ ル ゲ ン で あ る De r p l の ア ミ ノ 酸 配 列 は パ パ イ ン ､ 力 テ プ
シ ン B お よ ぴ ア ク チ ニ ジ ン な ど の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ の ア ミ
ノ 観 配 列 と 2 0 % 以上 の 相 同 性 を 示 し ､ 特 に 活 性 中 心 付 近 の ア ミ ノ
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醸 残 基 で 顕 著 で あ る と 報 告 し て い る o そ こ で ヒ 卜 申 ラ ッ ト の カ テ
プ シ ソ 田 の 碑 製 法 に 従 い
46)
､ ダ ニ の シ ス テ イ ン プ 皿 チ ア
ー ゼ の
精 製 を 試 み た o B a r r et t ら は ､ 0. 0 2 槻 悶 (p粥 6 ･ Q) で 牢 衡 化 し た
D 臣Å臣陰 イ オ ン 交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー で こ れ ら カ テ プ シ ン B が カ
ラ ム に 吸 着 す る こ と を 報 告 し て い る が ､ ダ ニ の
'シ ス テ イ ン プ m チ
ア ー ゼ は 吸 着 し な い こ と よ り ､ 等 電 点 が 雨 着 で は 異 な る こ と が 示
唆 さ れ た o シ ス テ イ ン プ t= チ ア
ー ゼ 活 性 の 破 い 詐 取 着 部 分 に つ い
て ､ 再 度 pH を 変 え て D E A E陰 イ オ ン 交 換 ク t3 マ 卜 グ ラ フ ィ
- さ ら に
は S epha c ryJ S- 200 ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
- を 行 っ た o そ の 結 果
シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 観官 2 0k Da の 位 置 に 検 出 さ れ た ｡ 予
備 実 験 に よ り ダ ニ の シ ス テ イ ン プ u チ ア
ー ゼ は 亜 鉛 イ オ ン に よ っ
て ､ そ の 活 性 が 阻 害 さ れ る こ と が 分 か っ て い た の で ､ 次 ぎ の カ ラ
ム ワ ー ク と し て 亜 鉛 イ オ ン を 用 い た キ レ
- ト ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー
を 行 っ た o シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 は ､ 0 . 05 組 T ris - a c 色t a ‾
t e(pH 5. 5)＋0. 5 繊 NaC Ilで 溶 出 さ れ た 分 画 に 単
- ピ ー ク と し て 検
出 さ れ た o さ ら に Sephad e x G
- 75 で ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 行
っ た と こ ろ 分 子 量 2 0 k Da の 位 置 に シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 ､
ア レ ル ゲ ン 活 性 お よ ぴ 吸 光 度 280 n mが 共 に - 致 す る 単 一 な ピ
ー ク
が 得 ら れ た . さ ら に こ の ピ
ー ク 部 分 よ LJ 5 5% 飽 和 硫 安 沈 殿 分 画 を
得 て ､ こ れ を 最 終 特 製 物 と し た o 最 終 精 製 物 は ､ C M E の6 0 %飽
和 硫 安 沈 殿 分 画 に 存 在 し 分 子 量 が 2 0 kDa で あ り ､ 強 い ア レ ル ゲ ン
活 性 を 有 し て い た ｡ さ ら に は こ の 精 製 物 は ゲ ル 内 沈 降 反 応 で ウ サ
ギ 坑 De T 千 l 体 と の 間 に 明 瞭 な 1 本 の 沈 降 線 を 生 じ ､ し か も こ の
沈 降 線 は De r i ! 標 品 と ウ サ ギ 抗 De r 千 1 抗 休 と の 間 で き た 沈 降
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経 と 完 全 に †u s 8し て い た . ま た 最 終 精 製 物 と βe r の N 末 端 ‖)
残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 は 完 全 に 一 致 し ､ ま た 最 終 精 製 物 の ア ミ ノ 酸
組 成 は ､ D 8 r † B の そ れ と 隠 ぽ 同 等 で あ っ た o 以 上 の こ と よ LJ C
M E か ら 精 製 さ れ た シ ス テ イ ン プ E] チ ア - ゼ は ､ ダ ニ の 主 要 ア レ
ル ゲ ン の l つ で あ る De r 千 l そ の も の で あ る こ と が 明 ら か に さ れ
た . ま た ダ ニ の シ ス テ イ ン プ E3 チ ア ー ゼ が ど の 分 画 に 存 在 す る か
､ 簡 を 用 い て ､ ダ ニ 培 養 物 を 分 国 し た ｡ 28 - ‖柑 m esh 分 画 物 中 に
は ､ 飼 料 が 含 ま れ ､ ”)O- 200 me sh分 画 物 中 に は ダ ニ が 含 ま れ ､ 20
a m e sh笛 過 物 中 に は 砕 潜 物 と 卵 が 多 量 に 含 ま れ る こ と が 顕 撤 鏡 下
観 察 さ れ た ｡ こ れ ら 3 分 酉 を 各 々 抽 出 し ､ そ の 抽 出 液 申 の シ ス テ
イ ン プ m チ ア L - ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ ろ ､ 坊 津 物 の 含 ま れ る 2 0 0
me sh静 過 物 申 に 最 も 強 い プ ロ テ ア - ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た (dat a n -
o t s ho wn) . グ ル ー プ 旦 ア レ ル ゲ ン が 排 鯉 物 に 多 く 含 ま れ る と 同
様
47)
よ り ､
シ ス テ イ ン プ E3 テ ア ゼ も 沸 鯉 物 申 に 多 く 含 ま れ る こ と
両 者 の 関 連 が 強 く 示 唆 さ れ た ｡
グ ル ー プ ! ア レ ル ゲ ン で あ る De r が シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー
ゼ で あ る こ と さ ら に こ の も の が ダ ニ の 排 雅 物 申 に 多 量 に 含 ま れ る
こ と は De r
To v ey ら は
千
48)
が ダ ニ の 消 化 酵 素 で あ る 可 能 性 を 示 唆 し て い る o
D e r
用 い て 組 織 免 疫 を 行 い ､
! に 対 す る ウ サ ギ ポ リ タ ロ ナ ー ル 抗 体 を
消 化 管 が 強 く 染 色 さ れ た 報 告 し て い る ｡
さ ら に シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 活 牲 を 指 標 に す れ ば ､ 従 来 行 な わ
れ て い る ､
1 段 階 で ,
多 く の ス テ ッ プ か ら な る E L I S A法 等 の 検 出 法 に 比 べ て ､
し か も 3 0分 と い う 短 時 間 で ､
こ の こ と は 多 量 の De r
De r を 検 出 で き る ｡
を 短 時 間 に 清 製 す る こ と を 可 能 に し ､
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そ の 結 果 こ の 分 子 に 関 す る 多 く の 知 見 が 得 ら れ ､ ダ ニ ア レ ル ギ
ー
の 治 療 法 等 に 有 益 な 情 報 を 辱 え る も の と 思 わ れ る o
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節 3 章 ダ 潮臣 テ置壁
･ 堵勿 抽 出 ニ旺 串 コ乾 (
醐 『 匠 ) 中 の 恥 qi} プ ミ/ ■ ン 雄 二ダ に詔 チ
ア ー ゼ ぴ) 精 製
前 章 で ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン De r f l は シ ス テ イ ン プ 臼 チ ア
ー ゼ
で あ る こ と を 論 じ た . と こ る で De r 干 i は 序 論 で 述 べ た よ う に ダ ニ
の 耕 雑 物 由 来 の ア レ ル ゲ ン で あ る と い わ れ て い る
4 7)
o そ こ で ダ ニ
排 滑 物 抽 出 エ キ ス 申 の プ E] チ ア
ー ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ ろ ､ シ ス テ
イ ン プ E3 チ ア ー ゼ 活 性 と 同 時 に ト リ プ シ ン 様 プ E= チ ア
ー ゼ 活 性 が 検
出 さ れ た . こ の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
- ゼ 活 性 は 第 1 章 で 述 べ た ダ
ニ 虫 体 抽 出 エ キ ス 中 で 検 出 さ れ た 活 性 に 放 ペ て 極 め て 強 か っ た o
一
方 M e ym a nn ら お よ ぴ St e w a rd ら は ダ ニ の 第 3 の ア レ ル ゲ ン で あ る De
お よ ぴ De r を 韓 製 し ､ そ れ ら の N 末 端 20残 基 の ア ミ
ノ 醸 配 列 が ウ シ の ト リ プ シ ン や ス ズ メ パ テ の キ モ ト リ プ シ ン な ど の
セ リ ン プ 四 チ ア ー ゼ と 高 い 相 同 性 が あ る こ と を 報 告 し て い る
‖ ･ 1 5)
o
こ の 童 で は ､ ダ ニ 緋 鯉 物 抽 出 エ キ ス (組ite Fa e c al Ext r a ct:はF
E) 申
に 検 出 さ れ た ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ と De r
い て 述 べ る ｡
3 - 1 ) 実 験 材 料 お よ ぴ 方 法
と の 関 連 に つ
M F E の調 製 :
ダ ニ ( D f) を 動 物 飼 料 を 入 れ た 平 底 フ ラ ス コ で ､ 2 5
o
C , 了5%
の 相 対 湿 度 の 条 件 下 で 1 ケ 月 間 培 養 し た o
･ こ の ダ ニ 培 養 物 を 2 5 0
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m e sh の 蘇 で 辞 退 し ､ 得 ら れ た ダ ニ 排 潜 物 分 画 (32･ 7 グ ラ ム ) を 65
5 mI の s al in e で 3 0 分 間抽 出 し た o こ れ を 遠 心 (1 0, 0 0 0g , 6 0 min,
4 ℃) し ､ そ の 上 清 を メ ン プ レ ン フ ィ ル タ
ー (¢ . 4 5 p m)で 濃 過 し ､
こ の 濠 液 を M F Eと し た ｡
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ぜ の 精 製 :
M ド E (6 5 5ml)を ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー ル ( 観闇 50k Da) を 用 い
て 20 0 mf に 濃 縮 し ､ こ れ を 0 . 0 2 槻の PB(pH 6. 0) に 透 析 後 ､ 同 緩 衝
液 で 平 衡 化 し た D 巨AE - S e ph a c et カ ラ ム (1 5 X 1 5 0m m)を 用 い て 溶
出 し ､ さ ら に 程 衝 液 の 糾aC I濃 度 を O か ら 0. 4 観 で 直 線 的 溶 出 を 行
っ た . 0. 1 5 機 軸aC I で溶 出 さ れ た 強 い ト (] プ .シ ン 様 プ n チ ア
ー ゼ
活 性 を 含 む 分 画 を プ ー ル し ､ ポ リ エ チ レ ン グ リ コ ー 舟 で 1 0. 1 ml
に 濃 縮 し た ｡ さ ら に こ の 濃 縮 液 を 硫 安 塩 新 し ､ ト リ プ シ ン 様 プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 の 強 い 6 0か ら 80% の 飽 和 硫 安 沈 敢 鈴 蘭 を 碍 , 也 . 05 宅
の PB(pH 了. 4)1 mI に 溶 解 し た ｡ こ の 試 料 を Supe rde x 了5 p g( フ ァ
ル マ シ ア 杜 ) カ ラ ム (2 6 X 8 0 0m m) を 用 い て ゲ ル 漬 過 し た ｡
ト リ プ シ ン 桂 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 :
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 に は ､ ト リ プ シ ン の 合 成
基 質･で あ る Bo い P he - S e r - Ar g
一 視C A ( ペ プ チ ド 研 究 所 ) を 用 い た .
測 定 方 法 は 第 1 葦 の 方 法 に 準 じ た . 他 の 合 成 基 質 , Bo c
- G ln - Gly -
Å rg - 幽C A (Fa cto r X l la基 質 ) , Bo c - 1 le
- G lu - G fy - Å rg 一 関C Å(Fa cto r
xa 基 質 ) , Bo c- GIu - Lys - Ly s - はC Å ( プ ラ ス ミ ン 基 質 ) . Do c
- G Jn -
A rg - A rg
- 閲C A ( プ ラ ス ミ ン 基 質 ) , B o - V a 卜 L8 u - Ly s 一 組C A ( プ ラ
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ス ミ ン 基 質 ) , Su e- Le u- LO U- Va ト Ty r - 闘C A (キ モ ト リ プ シ ン 基 質 )
.
su e- A !a - A la - A )a - 鰯C A ( エ ラ ス タ ー ゼ 基 質) , Åla 一 関C Å ( ア ミ
ノ ぺ プ チ ダ ー ゼ 基 質 ) も ペ プ チ ド 研 究 所 よ り 購 入 し た . ま た 第 1
章 で 使 潤 し た 以 外 の プ m テ ア - ぜ 阻 害 剤 と し て 以 下 の も の を 使 掲
し た . p - a min obe n z a mi d in eは シ グ マ 牡 よ り ､ a n tipain
49)
､ chy -
n ost a t J n
5 0)
､ p ep s ta tin
51)
､ E - 6 4
5 2)は ､ ペ プ チ ド 研 究 所 よ
リ 購 入 し た ｡
ア レ ル ゲ ン 活 性 の 測 定 法 :
ア レ ル ゲ ン 活 性 の 測 定 法 は 第 2 章 の 方 法 に 準 じ た ｡ 唱 急 患 者 23
名 ( 男: 13名 ､ . 女 : 川 名 ､ 年 齢 1 6- 65 歳 ) の ダ ニ プ リ ッ ク 試 験 陽
性 の ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 (91の R ÅS Tス コ ア ー > 3 ) を 使 用 し た o
s DS ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド 電 気 泳 動 (S O S- P A G E):
s D S- P AGE は La e m ml i の 方 法 に 従 い ､ 4 - 2 O% の ダ ラ
ー ジ ェ ン ト ゲ
ル を 開 い て 2 - メ ル カ プ ト ニ タ ノ
ー ル 還 元 条 件 下 で 行 っ た
53)
o
蟹 白 畳 の 測 定 :
蛋 白 畳 の 測 定 は ､ Br adfo rd法
5 4)
に よ リ 榛 準 蛋 白 と し て ウ シ 血
清 ア ル ブ ミ ン (B S A) を 用 い て 行 っ た o
ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 :
ア ミ ノ 酸 組 成 分 析 は 闇a t e rs P ic o
- Ta g s ys yt e m に よ り 行 っ た o
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精 製 し た ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ と De r f
成 の 比 較 は S A Q シ ス テ ム に よ リ 比 較 し た
55)
と の ア ミ ノ 敢 組
N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 分 析 :
精 製 し た ト リ プ シ ン 棟 プ ロ テ ア ー ゼ の N 末 端 ア･ミ ノ 醸 配 列 分 析
は 第 2 葦 の 方 法 に 準 じ た ｡
統 計 解 析 :
統 計 解 析 は St ude n t
‾
s の t - t e s tで 行 っ た o
3 - 2 ) ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 精 製
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 精 製 を 行 う に あ た っ て ､ 最 も 適 当
な 出 発 材 料 を 選 択 す る た め に ､ ダ ニ 虫 体 抽 出 エ キ ス ( 削 † e Body
Ex tr a ct: M B E - C ” E ) ､ ダ ニ 培 養 物 抽 出 エ キ ス (闇h ol e Cul -
t u r卓 E x tr a ct : W C E) ､ ダ ニ 林 池 物 抽 出 エ キ ス ( M ど E) 申の
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 比 較 し た o M F Eと W C E申 の
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は ､ M B E申 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 よ り も ､ 各 々 2, 0 00 培 ､ 1, 000 鰭 強 か っ た o さ ら に ､
sbS - PA GE に よ る 分 析 結 果 か ら M F E 中 の 蛋 白 鴬 の 種 類 は ､ W C E
申 の そ れ よ リ も Jj; な か っ た こ と よ り ､ ダ ニ の ト リ プ シ ン 棒 プ E3 チ
ア ー ゼ の 精 製 の た め の 出 発 材 料 を M F E に決 定 し た ｡ M F Eを 0.
o 2 N PB(pH 6. 0) で 透 析 後 ､ 同 緩 衝 液 で 平 衡 化 し た D E ÅE- Seph a
-
c eJ カ ラ ム を 用 い て 溶 出 し ､ さ ら に 程 衝 液 の NaC l濃 度 を 0 か ら 0.
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4 幽 で 直 線 的 溶 出 を 行 っ た . 0. 1 5 閑 柑aC l で 溶 出 さ れ た 分 画 に 強
い 軒 リ ブ シ ン 棟 プ Q チ ア - ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た (F ig . 3 1a ) . こ
れ ら の 分 画 を プ ー ル し 濃 縮 後 ､ 飽 和 硫 安 分 画 を 行 っ た と こ ろ ､ 60
% か ら 8 0 %飽 和 硫 安 鈴 蘭 問 に お い て 強 い ト (] プ シ ン 桂 プ ロ テ ア -
ぜ 活 性 が 検 出 さ れ た ｡ こ の 分 画 を 集 め て Supe rd¢ x 了5 p gカ ラ ム を
用 い て ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー を 行 っ た o 費 白 の 主 要 ピ ー ク と プ
ロ テ ア ー ゼ 活 性 の ピ ー ク が - 致 し た (F ig . 3 - ”)) o マ - カ ー 蛋 白
を 基 に 推 定 し た ト リ プ シ ン 棟 プ ロ テ ア ー ゼ の 分 子 量 は 34kDa で あ
っ た . 強 い プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 示 し た 分 画 (F r . 40 - 44)を プ ー ル し ､
還 元 条 件 下 4 - 2 0 %の ダ ラ ー ジ ェ ン ト ゲ ル を 用 い て S D S
- P ÅG Eを 行 っ
た (F ig . 3 - 2)｡ ･ ト リ プ シ ン 様 プ E= チ ア
ー ゼ は 肘甘3 4k Da の 位 置 に 単
一 バ ン ド と し て 検 出 さ れ た ｡ 各 ス テ ッ プ で の 比 活 性 を Tab te 3
- 1
に 示 し た ｡ 精 製 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 比 活 性 は 出 発 樹 料 の
M F E に比 較 し て 1 3. 5倍 に 上 昇 し ､
･ 収 量 は 300 u g で あ っ た o
3 - 3 ) 構製 ト リ プ シ ン 様 プ E= チ ア
ー ゼ の 辞 素 化 学 的 性 質
a ) 至 適 p H と 至 適 温 虚
構 製 し た プ ロ テ ア ー ゼ の 至 適 p = は 8･ 0 で あ り (Fig ･ 3
- 3a) で
あ り ､ ま た 至 適 温 度 は 4 了℃ で あ っ た (F ig ･ 3
- 3b) o
b ) 加熱 に よ る 酵 素 活 性 へ の 影 響
精 製 プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 は ､ 3了℃ 1 時 間 の 熱 処 理 に よ り そ
の 活
性 が 約 4 0 %に 低 下 し た o ま た 56℃ 20 分 間 の 熱 処 理 に よ り そ
の 活 性
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は 完 全 に 失 語 し た (F ig . 3-4) o
c ) 基 質 特 異 性
各 種 せ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ や 他 の ク ラ ス の プ E3 チ ア ー ゼ に 対 す る
合 成 基 質 を 用 い て , 構 製 プ E) チ ア - ゼ の 基 質 特 異 性 を 検 討 し た ｡
こ の プ ロ テ ア ー ゼ は ア ル ギ ニ ン や リ ジ ン の C 末 端 側 の ペ プ チ ド 結
合 を 比 較 的 特 異 的 に 加 水 分 解 し た (F ig . 3 - 5)o
d ) 阻 害 剤 の 影 響
精 製 し た プ ロ テ ア ー ゼ の 活 性 は ､ S B T 5, I e u p e ptin や F u T- 1了5 な
ど の よ う な ト リ プ シ ン 様 セ リ ン プ n テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害
さ れ た が ､ シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の 阻 害 剤 で あ る E - 6 4 やヨ - F
酢 酸 ､ キ モ ト リ プ シ ン の 阻 害 剤 で あ る キ モ ス タ チ ン あ る い は ア ス
パ ラ ギ ン 酸 プ D チ ア - ゼ 阻 害 剤 で あ る ぺ ブ ス タ チ ン に よ っ て は 阻
害 さ れ な か っ た (Tab te 3 - 2) 0
3 - 4 ) 蒋 製 ト リ プ シ ン 様 プ E3 テ ア ー ゼ の ア レ ル ゲ ン 活 性
ダ ニ (Df)に 感 作 さ れ た 2 3名 の 喝 息 患 者 の 血 清 を 用 い て ､ 特 製 ト
リ ブ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の ア レ ル ゲ ン 活 性 を 調 べ た (F iョ . 3 - 6) 0
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 陽 性 率 は 了0% で あ り ､ 主 要 ア レ ル ゲ
ン の De r 千 I お よ ぴ De r 千 t lの 陽 性 率 了9 %, 8 3 %と 同 様 に 高 か っ
た ｡ こ れ ら 3 種類 の 精 製 ア レ ル ゲ ン 間 に お い て は ､ ア レ ル ゲ ン 活
性 に 続 計 的 に 有 意 な 差 は 認 め ら れ な か っ た ( ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ
ー 64 -
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⑳
-
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Substr ate
Re)aliv e a c紬!y(%)
0 2 0 40 60 80 1 00
Bo c-Phe･Ser-Arg-M C A
Bo c-Gtn-G]y-Arg-M C A
Bo c-”e-GIu-G】y-Arg-M C A
Bo c-Gh+-Lys-Lys- MC A
Bo c-Gfn-Arg-Arg-M C A
Bo c-VaトLe u-Lys･M C A
Sue-Le u-Le u-VaトTyr-M C A
Su c-A]a-Ata-Ala･M C A
Ala- MCA
●
●
■
I
Fig. E3
- 5･ Substr ate spe cificty of pu rified tryps l皿
- 放 e pr ote a s e･
Trypsm
- 放 e pr otea s e w as in c ubated witb- v ariotl S Synthetic s ubstr ate s,
and the pr ote a s e a ctivitie s w e r e c o mpa r ed with that obtain ed by u si ng
Boc - Phe - Se r- Arg
- M C A･
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Table 3 - 2 Effe cts of v a rious inhibito r s on the a ctivity
of the
pu rified tryps 弧
- 放 e pr ote as e
Co n c e ntr atio n
Mate rial (〃m) Ⅰnbibitio n(%)
Apr otimin
SB TI
TL C K
p
- a min obe nza midine
Fur-1 75
Le upeptl n
Antipa l n
T P C K
Cbym o statin
iodo a c etic acid
正一6 4
Pepstatin
10
100
1
1
1
10
1
1
1 K ⅠU/rnl
i
0
1
1
0
0
0
1
0
0
99･6
99･3
50･0
57･9
99･4
98･0
91･8
0
0
0
0
0
●
辛 K ⅠU
,
Kallign oge n a s e
'
inhibito ry u nit.
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- 6･ A llerge nic activity of trypsin 一 敗 e pr oteas e to 23 ‡由te
aue rgic patie nts
'
s e ra･ A 皿e rge血c a ctivity of tryp由
一1ike prote a s e
w as m e a su r ed by 鮎 or o m etric E LIS A. T he hatched 血e m e a n s c ut off
valu e･ Cut off value is 100 fln o r e s c e n einte n sity (F.Ⅰ.). ‡t w a s
dete rmin ed tlS mg Sera eightskin testn egative c o ntr olsubjects.
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ア ー ゼ : 3 6 0± 5 1 ､ De r 千 I: 4 4 5± 6 9 ､ Pe r 千 l l: 3 4
7 ± 6 3 ) ｡ ま た 各 患 者 間 に よ っ て ､ 3 種 類 の ア レ ル ゲ ン と 反 応
す る パ タ ー ン は 異 な っ て い た ｡
3 - 5 ) N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列
精 製 ト リ プ シ ン 棟 プ u チ ア ー ぜ の N 末 端 2 0残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列
と D †プ ロ テ ア ー ゼ ､ De r De r さ ら に は ウ シ ト リ プ
シ ン の よ う な 他 の セ リ ン プ E3 チ ア ー ゼ の N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 と の
比 較 を Tab le 3 - 3 に 示 し た o ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ は 他 の プ
ロ テ ア ー ゼ と 5 0 % 以 上の 相 同 性 を 示 し た ｡ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ と D fプ 四 チ ア ー ゼ あ る い は ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ぜ と De r
f 1 1 1と の 相 同 性 を 比 較 し た と こ ろ ､ そ れ ぞ れ 20残 基 中 17残 基 あ
る い は 15残 基 が 一 致 し て い た o
3 - 6 ) ア ミ ノ 組 成
特 製 ト リ プ シ ン 桂 プ ロ テ ア ー ゼ と De r と の ア ミ ノ 酸 組 成
を 比 較 し た ｡ 両 者 間 の S Å Q ユ ニ ッ ト は ､ I 2 S Å Q で あ り ､ 非
常 に 頬 似 し て い る と 判 断 さ れ た (Tabte 3 - 4) .
3 - 7 ) 要 約､ 考 察
要 約
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Table 3 - 3 N- te mi al a 血 o a cid s equ e n c e of tryps m 一 放 e pr ote as e,
●
D .farina epr ote a s e, Deri ⅠⅢ, De rp III a nd othe r s e血 e prote ase
Protein Sequ e nc e
Trypsin -like prote ase
D ja rin a eproteas e
伽 r′ⅠⅠI
DerpIII
Horn etchym otrypsln
Bo vin etrypsl n
1 20
= V GG V E AQA GD XP YQ= Ⅹ LQX
= V G GV K AQA G I)Ⅹ P YQ= S=JQS
I V G GV KA L AqI)ⅩP Y E I S L EV
= V G S EX A IJA G E XP YQ= S
= V G G T I)A P R G E Y P YQV S I'R A
= V G G Y T C GA Ⅳ T V P Yq.V S=}N S
One letter code u s ed for amino a cid s equ en ces. D .fa血 a e
De rf Ill
,
a nd De rp H Iseqtle n Ce data w e r e obtain ed fr o m
al. [56], He yma 皿 et al. [15], a nd Ste w ard
ー
et al. [14]
whe r e a shor net chym otryps l n a nd bo vin e tryps m s equ e n c e
obtain ed fro m Ja ny et al.[57]a nd Ja m es et al.[58]re spe ctiv ely.
- 70 -
prote a s e,
Kohm oto et
respe ctively,
data wer e
Tab且e 3- 4 A min o a cid a 皿aiysis of もryps 弧
-1 辻e pr ote a s e a nd De r i ‡Ⅱ･
●
Data of a min o a cid c o mpo sitio 皿 Of Pe ri IIIw e re obtained fTO m 斑e yma n n
et al.[15]
Residu e s/100r e sidu e s
Amin o a cid Trypsin -like pr ote a s e DerfIII
Åspa rtic a cid
T bre o nin e
Se rin e
Gluta mic a cid
Pr olin e
Glycl ne
Å1a nin e
り2 Cystin e
Valin e
Metbio nin e
Is oleucin e
Le u cin e
Tyr o sin e
Phe nylalanin e
Histidin e
Lysin e
Arginin e
11･8 11･6
5･0 5L9
7･9 8･8
1114 9･7
5･1 5･2
12･2 11･4
6･9 6･6
NA N A
8･0 6･7
2･0 2･1
6･3 6･3
6･1 7･4
4･9 3･8
l･5 2･3
2･1 2･2
5･5 6･6
3･3 3･4
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① ダ ニ (D f) 緋 鯉 物抽 出 エ キ ス 申 か ら DE ÅE- Se ph a c ef 陰 イ オ ン 交 換
ク E) マ ト グ ラ フ ィ ー ､ Su p e rde x 7 5 p gゲ ル ク 田 マ ト グ ラ フ ィ 一 に
よ り セ リ ン プ E) チ ア ー ゼ を 精 製 し た .
② S D S- P ÅGE還 元 条 件 下 こ の プ ロ テ ア ー ゼ の 分 子 量 は 34k Da で あ っ
た ｡
⑨ 至 適 pHと 至 適 温 度 は ､ そ れ ぞ れ 8. 8 と 4 7℃ で あ っ た ｡
④ こ の プ D チ ア ー ゼ は リ ジ ン お よ ぴ ア ル ギ ニ ン 残 基 の C 末 端 の ペ
プ チ ド 結 合 を 選 択 的 に 加 水 分 解 し た o ま た こ の 活 性 は S B T I申 F U T-
l了5 な ど の ト リ プ シ ン 様 プ 占 チ ア - ゼ 阻 害 剤 に よ っ て 阻 害 さ れ た
那 , キ モ ト リ プ シ ン の 阻 害 剤 で あ る キ モ ス 夕 チ ン や シ ス テ イ ン プ
ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 で あ る E - 6 4 やヨ ー ド 酢 酸 な ど に よ っ て 阻 害 さ
れ な か っ た ｡
(参 上 記 阻 害 実 験 の 結 果 よ り ､ 構 製 さ れ た セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ は ト
リ プ シ ン 様 プ u チ ア ー ゼ 型 で あ る こ と が 判 明 し た o
⑥ 蒋 製 ト f] プ シ ン 様 プ ロ テ ア - ぜ は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 し て い た
⑦ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 抗 原 牲 は De r や oe r f l lと は
完 全 に 異 な っ て い た ｡
⑧ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の ア ミ ノ 酸 組 成 と N 末 端 20残 基 の ア
ミ ノ 酸 配 列 は De r 千 1 1 1 の そ れ と 非 常 に 類 似 し て い た ｡
考 察
第 2 章 に お い て ダ ニ 中 の シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ は De r 千 l そ
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a)も の で あ り ､ こ の ア レ ル ゲ ン が 排 誰 物 に 多 く 含 ま れ て い る こ と
よ り
4 7)
､ Pe r f l はダ ニ の 消 化 酵 素 で あ る 可 能 性 を 考 察 し た .
同 様 な 考 え で ､ も し ト リ プ シ ン 様 プ m チ ア ー ゼ が ダ ニ の 消 他 酵 秦
で あ る な ら ば ､ ダ ニ の 排 潜 物 抽 出 エ ヰ ス ( M F E ) 申あ る い は 緋
鯉 物 を 含 む 培 養 物 抽 出 エ キ ス ( W C E) に 多 量 に 存 在 す る は ず で
あ る o そ こ で こ れ ら の 抽 出 エ キ ス と ダ ニ 虫 体 抽 鼓 エ キ ス ( ” B E)
申 に 含 ま れ る ト リ プ シ ン 楼 プ ロ テ ア ー ぜ 活 性 を 比 較 し た と こ ろ ､
前 著 に お い て 強 い 活 性 が 認 め ら れ た o こ れ ら の 結 果 は ダ ニ の ト LA
プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ が D e r 千 l 同 様 消 化 酵 素 で あ る 可 能 性 を 示
唆 す る も の で あ る . こ う し て ､ ト リ プ シ ン 様 プ 8 テ ア - ゼ 構 製 の
出 発 材 料 と し て ､ ” F E が 運 ば れ た . 硫 安 鎗 画 ､ D E A F- Se pha c ef
陰 イ オ ン 交 換 ク u マ ト ゲ ラ フ イ ー ､ Supe rde x 了5 p g ゲ ル ク n マ
ト ゲ ラ フ ィ 一 に よ り ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ぜ を 精 製 し た o S O S- -
p ÅG E並 び に ゲ ル タ ロ マ ト グ ラ フ
●
ィ
ー で の 分 子 量 は 同 一 な 3 4k Da で
あ っ た . 第 1 章 で 報 告 し た M B E由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー
ぜ の 分 子 量 は 約 6 0k Da で あ る こ と よ り ､ ダ ニ に は 少 な く と も 2 種
簸 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ が 存 在 す る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た .
そ こ で こ れ ら 両 者 の プ ロ テ ア ー ゼ が 同 一 の も の で あ る か ど う か ､
基 質 特 異 性 ､ 阻 害 剤 に 対 す る 感 受 性 あ る い は 至 適 p H な ど の 韓 素
化 学 的 性 質 を 比 較 検 討 し た と こ ろ ､ 非 常 に 類 似 し て い た ｡ よ っ て ､
ダ ニ に は 分 子 量 の 異 な る 少 な く と も 2 種類 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ チ
ア ー ゼ が 存 在 す る も の と 思 わ れ る ｡
( D 千)
プ ロ テ ア ー ゼ と 命 名 し た セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ を 精 製 し ､ さ ら こ の
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Dfプ ロ テ ア ー ゼ と D e r と の N 末 端 2 0残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 が
非 常 に 類 似 し て い る こ と を 韓 告 し て い る
5 6)
o し か し 両 者 は 完 全
に - 致 し て い る わ け で は な い . し か も D †プ ロ テ ア ー ゼ が ア レ ル ゲ
ン で あ る の か ど う か の 検 討 は 全 く な さ れ て い な か っ た ｡ そ こ で ､
M ド E よ り 精 製 し た ト リ プ シ ン 様 プ E3 テ ア ー 1ゼ と D †プ ロ テ ア ー ゼ
お よ ぴ De r 千 l l l と の N 末 端 2 0残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 を 比 較 し た o
そ の 結 果 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア - ゼ と 91プ ロ テ ア ー ゼ の N 末 端 20
残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 は #.常 に 類 似 し て い た o こ の こ と ば 両 者 が 同
一 分 子 で あ る こ と を 示 唆 し て い る . - 方 ､ ト [] プ シ ン 様 プ E] テ ア
- ゼ と De r の 場 合 は わ ず か な 違 い が 認 め ら れ た ｡ こ の 違 い
は ､ 特 製 に 用 い た ダ ニ (Dり 自 身 の 違 い に よ る も の か も 知 れ な い ｡
同 様 な 現 象 が De r l l J と D. p t e r o ny s si n u s か ら 精 製 さ れ た ト リ
プ シ ン
6 0)
に お い て も 認 め ら れ た ｡ さ ら に 精 製 ト リ プ シ ン 様 プ ロ
テ ア ー ゼ は ア レ ル ゲ ン 活 性 を 有 し て お り ､ ダ ニ (Dり に 感 作 さ れ
て い る 唱 息 患 者 2 3各 の う ち 1 6名 の 患 者 IgE 洗 体 と 反 応 し た
( 陽性 率 了0 %) . こ の ト リ プ シ ン 様 プ E) テ ア - ゼ は De r 千 l や De
r f lI と は 異 な る 分 子 で あ る o そ れ は S D S- P ÅG E で の移 動 度 あ る い
は 上 記 患 者 に お け る IgE 抗 体 と の 反 応 牲 が De r f I や De r f I l の
そ れ と は 完 全 に 異 な る こ と か ら 否 定 で き る ｡ と こ ろ で Heym an n ら
15)
は De r f ] l lの 患 者 IgE 抗 体 と の 反 応 は 51名 中 1 8名 ( 陽 性 率
1 6% ) で あ る と 報 告 し て い る . 一 方 St e w ar t ら は 5 5名 の 患 者 IgE
抗 体 が す べ て De r p l l l と反 応 し た と 報 告 し て い る
60)
○ こ れ ら
3 著 聞 で の 陽 性 率 の 違 い の 可 能 性 と し て 1) 人種 に よ る 違 い 2) 患 者
を 選 ぷ 際 に 行 う プ リ ッ ク 託 壊 に 用 い た ダ ニ 抗 原 の 違 い 3)ア レ ル ゲ
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ン と 8gE 抗 体 と の 結 合 を 測 定 す る 方 法 論 の 違 い 等 が 考 ぇ ら れ る .
し か し 陽 性 率 は 異 な っ て い て も ､ M 軒 E か ら 構 製 し た ト リ プ シ ン
嬢 プ m テ ア ー ゼ と De r は 多 く の 点 で 似 て い る ｡ す な わ ち ト
リ ブ シ ン 楼 プ m テ ア - ゼ と De r 千 l l l の分 子 量 は そ れ ぞ れ S D S- P Å
G Eで 34kDa , 2 9k Da で あ る こ と ､ 前 者 は 60- 8 0 %飽 和 硫 安 分 画 に ､
後 者 は 5 0- 8D %飽 和 硫 安 分 画 に 存 在 す る o ま た ト リ プ シ ン 様 プ n
チ ア ー ゼ と De r 千 H l の ア ミ ノ 酸 組 成 や N 末 端 ア ミ ノ 酸 配 列 は ほ
ぼ 同 じ で あ る ｡ 以 上 の 結 果 は ､ ダ ニ の ト リ プ シ ン 様 プ q チ ア
ー ゼ
は ne r そ の も の で あ る こ と を 強 く 示 唆 し て い る ｡
第 1 - 3 章 の 結 果 お よ ぴ 他 の 研 究 者 の 結 果 よ り , ダ ニ の 3 種 類
の 主 要 ア レ ル ゲ ン す な わ ち グ ル ー プ i ､ l&､ 川 ア レ ル ゲ ン の 内 ､
2 種 類 が プ u チ ア ー ゼ で あ る こ と が 判 明 し た . 閲a t s u z ak i ら
6 1)
は ､ ダ ニ (D f) に 感 伸 さ れ た 唱 息 患 者 と ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 患 者 に
お い て ､ Pe r f l お よ ぴ De r 千 l l に対 す る 血 清 中 の 1g臣 抗 体 価 を
測 定 し た 時 ､ ア ト ピ ー 性 皮 膚 炎 の 患 者 に お い て は De r f J に 対 す
る Ig臣 抗 体 が 優 位 で ､ 一 方 唱 急 患 者 に お い て は De r f [ H= 対 す る
Ig臣 抗 体 価 が 優 位 で あ る と 報 告 し て い る o ア ト ピ
ー 性 皮 膚 炎 に お
い て ､ シ ス テ イ ン プ cl テ
●
ァ ー ゼ 活 性 を 有 す る De r 千 I が そ の プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 ゆ え De r 千 I I に比 べ て 侵 入 し や す く , そ の 法 具 De r
f l に 対 す る [gE 抗 体 価 が De r 千 lI に 比 べ て 高 い の で あ ろ う と い
う 彼 等 の 仮 親 は 魅 力 的 な も の で あ る o ブ タ や ウ シ の ト
'
リ ブ シ ン や
パ パ イ ン 等 の プ ロ テ ア ー ゼ に 対 す る 対 す る 職 業 性 ア レ ル ギ
ー も 報
告 さ れ て お リ
6 2, 6 3･ 64)
､ こ れ ら プ ロ テ ア ー ゼ の 生 物 学 的 性 質 が
感 受 性 の 高 い ヒ ト に お け る 感 作 に 寄 与 し て い る も の と 思 わ れ る o
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ま た 第 1 章 で 示 し た よ う に ､ ト リ プ シ ン 様 プ n チ ア ー ゼ に は 強 い
刺 激 作 用 が あ る た め ､ De r f H l は ア レ ルゲ ン と し て 笥g臣 抗 体 を
産 生 さ せ る と い う 牲 質 の 他 に ､ ア レ ル ギ ー 性 炎 症 を 増 悪 さ せ て い
る 可 能 性 が あ る と 思 わ れ る ｡
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葺醇 租 章 室 内 塵 抽 出 ニ旺 串 ス ( 州 m
) 中 の プ こコ テ ア - ぜ 活 性 ㌔= ダ
藍 葛賢 ア 弘一 } S/ ゲ ニ′ 畳 ㌔= の 関 連 首こ
‾ ⊃ む ヽ
‾
召こ
コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (D f) に は ､ シ ス テ イ ン プ E3 チ ア ー ゼ と ト リ プ
シ ン 様 プ D チ ア ー ゼ が 存 在 し ､ こ れ ら の プ ロ テ ア ー ゼ は そ れ ぞ れ ダ
ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る De r f I と D e r そ の も の で あ る こ
と が 前 章 ま で で 明 ら か と な っ た ｡
と こ ろ で ､ 室 内 塵 中 で 最 も 重 要 な ア レ ル ゲ ン は ､ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ で
あ る こ と ば 既 に 序 論 で 述 べ た と お り で あ る ｡ 一 般 に 室 内 塵 1 グラ ム
申 に グ ル ー プ ! ア レ ル ゲ ン が 2 p g 以 上 存 在 す る と ダ ニ ア レ ル ゲ ン
に 感 作 さ れ る 危 険 性 が 高 ま り ､ 1 0 u g 以 上 存 在 す る と ､ ダ ニ ア レ
ル ギ ー 唱 急 患 者 に お い て 発 作 が 誘 発 さ れ る 危 険 性 が 高 ま る こ と が ､
多 く の 疫 学 的 調 査 か ら 知 ら れ て い る
6 5･ 6 6, 6 了, 6 8･ 6 9)
o 現 在 ､ ダ ニ
ア レ ル ギ ー 患 者 の 治 療 法 と し て は ､ 薬 物 療 法 ､ 韓 異 的 滅 感 作 療 法 等
が 知 ら れ て い る ｡ し か し ､ 小 児 科 領 域 に お い て は 薬 物 が 小 児 に と っ
て 負 担 に な る た め ､ も っ ぱ ら 環 境 を 整 備 し ､ 室 内 か ら ダ ニ を 除 去 し
ょ ぅ と い う 考 え が 推 奨 さ れ て い る ｡ こ う し て 室 内 塵 中 の ダ ニ 主 要 ア
レ ル ゲ ン 畳 を こ れ ら ア レ ル ゲ ン に 対 す る ポ リ ク n ナ
- ル 抗 体 あ る い
は モ ノ ク n ナ ー ル 抗 体 を 円 い た s a ndwi ch E L I S Å法 に よ L) 測 定 し ､ 治
療 に 役 立 て い こ う と い う 試 み が 多 く な さ れ て い る
了0, ‖ ･ ,了2, 7 3･ 7 4)
o
し か し ､ こ れ ら E L I S A法 は 繁 雑 な 振 作 と 時 間 を 要 す る . と こ ろ で ､
ダ ニ の グ ル ー プ l ア レ ル ゲ ン が シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ で あ り ､ ま
た グ ル ー プ IIIア レ ル ゲ ン が ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ で あ る な ら ば ､
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こ れ ら プ D チ ア ー ぜ 活 性 を 指 標 に し て ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 を 推 定
す る こ と が 可 能 か も し れ な い ｡ そ こ で ､ こ の 可 能 性 を 検 討 す る た め
に , 本 章 で は ､ 室 内 塵 抽 紐 エ キ ス (Ho u s e D u s t 臣 x tT a C t こ H D E)
申 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 量 と を 測 定 し ､ 両 者 め
間 の 関 連 の 有 無 に つ い て 述 べ る ｡
4 - 1 ) 実 験 材 料 お よ ぴ 方 法
H D E の 調 製 :
千 葉 県 お よ ぴ 実 景 に 住 む 3 0件 の 家 庭 の 室 内 塵 を 用 い た ｡ こ れ
ら の 室 内 塵 は す ペ て ､ 蔀 過 さ れ (0 . 3 m m) ､ †in e du stの み 集 め
ら れ た o 1 0 0m g の 室 内 塵 を 0 . 0 5朗 P B (pH 了. 4) 5 mlに 溶 解 さ せ ､
室 温 2 時 間 ス タ ー う ー 捜 拝 し ､ 抽 出 し た ｡ こ れ を 遠 心 ( 1, 5 0 0 ≦
, 1 5分 , 4℃ ) し ､ そ の 上 清 を 0. 8 0m Ll の メ ン プ レ ン フ ィ ル タ ー で
濃 過 し ､ そ の 漉 液 を H D Eと し た .
各 種 ア レ ル ゲ ン エ キ ス :
室 内 塵 中 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ る ､ 花 粉 類 ､ 食 品 類 ､ 莫 菌 類 並
び に ペ ッ ト の 毛 な ど の ア レ ル ゲ ン エ キ ス く 4 4 種) は ′､ 市 販 診 断
用 ア レ ル ゲ ン ス ク ラ ッ チ エ キ ス ( 鳥居 薬 品 ) を 用 い た ｡
室 内 塵 中 の ダ ニ 数 の 測 定 :
室 内 塵 5 mg 中 の ダ ニ 数 を 光 学 顕 微 鏡 下 ､ 測 定 し た ｡
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H P L Cゲ ル ク n マ ト グ ラ フ ィ 一 に よ る H D E の分 画 :
8 検 体 の H D Eに つ い て ､ そ の 1O ul を T S 虻gel G3 0 0 0S 闇 ( 0.
了8 X 3 0 c m :東 ソ ー ) に か け ､ H P LC ゲ ル ク Q マ ト ゲ ラ フ ィ ー
を 行 っ た (Buf †e r :0. 05 組 P 8, pH 7. 4, †1o 闇 ra t e :0 . 5 mL/m舌n)
o. 5 m]づ つ 鈴 蘭 し ､ 各 鈴 蘭 申 の ト リ プ シ ン 様 プ E3 チ ア
ー ゼ 活 性 を
測 定 し た ｡
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 :
‖ D E 並 び に 各 種 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 申 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測
定 は ､ 姐CÅ 合 成 ペ プ チ ド 基 質 を 用 い 第 1 章 に 準 じ て 行 な っ た o
ま た 各 種 合 成 ペ プ チ ド 基 質 は 第 3 章 に 準 じ た ｡
精 製 ア レ ル ゲ ン :
De r 千 i, De r p i お よ ぴ Der 千 ” , De r
博 士 ( 国立 相 模 原 病 院 ) よ り 供 与 さ れ た ｡
標 準 品 は ､ 安 枝 浩
ウ サ ギ 抗 血 清 と そ の 暮gG 分 画
安 枝 博 士 よ り 供 与 さ れ
■
た De r 千 i を 等 量 の c o mple te F r e u nd
-
s
adju va nt ( デ イ ブ コ 社 ) と 混 じ ､ そ の 1 nIを ウ サ ギ (糾e w Ze ata nd
闇h ite) の 皮 下 背 筋 数 ケ 所 に 1 適 間 隔 で 計 4 回 注 射 し た o 最 後 の
注 射 か ら 川 日 日 に 全 採 血 を し ､ ウ サ ギ 杭 De r 千 l 血 清 を 得 た . 得
ら れ た 杭 血 清 の 力 価 を ゲ ル 内 沈 降 反 応 で 測 定 し た と こ ろ ､ 8 倍 で
あ っ た . 抗 血 清 の 一 部 か ら 硫 安 塩 析 と Pr o l ein G カ ラ ム に よ り 1g
G 分 画 を 得 た ｡
- 79 -
1gG. の ビ オ チ ン 標 識
75)
杭 血 清 の IgG 分 画 (5mg inO･ 1輔 弼aH C O3
5 mJ) に ジ メ チ ル 林
ル ム ア ミ ド に 溶 解 し た 1 mg/ml の 闘- hyd r o xys uc cinimi dob iotin(
シ グ マ 牡 ) の 溶 漬 , 500ul を 加 え ､ 室 温 で 静 置 し た ｡ 4 時 間 後 ､
反 応 混 合 物 を bo r at e b uf fe r ed s al in e, pH 8, 0で 平 衡 化 し た P - 10
カ ラ ム に 添 加 し ､ v oi d v olu m e に 溶 出 す る ビ オ テ ン 化 IgG を 得 た o
Pe r f l お よ ぴ De r f I J･含 量 の 測 定
H D E中 の De r 千 l 含 量 の 測 定 は ､ 安 彼 ら の s a nd静ich E L I S A法
に 準 じ て 行 な っ た
了6)
o ポ リ ス チ レ ン 製 96穴 マ イ ク 四 プ レ ー ト (
ln m uo n
r
ll ダ イ ナ ッ テ ッ ク 牡 ) の 各 闇 el l に､ 8 , 1 姐 炭 酸 緩 衝 液 (
pH 9. 5) で 2 ug/nI の 抗 De r 千 I IgG分 画 0. 0 5 nl を 加 え ､ 2 5
o
C
で 1 晩 放 置 し た o 次 い で 1 w ef lあ た り 0. 0 5 %の Tw e e n 2 0 を含 む P B
s (pH 了. 4)洗 浄 液 0 . 3 m) で 3 回 洗 浄 し た o 次 い で 3 %ゼ ラ チ ン を
1 Ⅶ et lあ た り 0 . 3 Tnl添 加 し ､ ブ ロ ッ キ ン グ を 行 な っ た o 上 記 洗 浄
液 で プ レ ー ト を 4 回 洗浄 後 ､ 1%BS Å- I a ct o s e で 希 釈 し た 精 製 ア レ
ル ゲ ン の 標 準 溶 液 (=卜 0. 1 6ng/nJ), あ る い は 1 %B S A- Ia ct o s e で 希
釈 し た H D E溶 液 (1 0, 1 0 0, あ る い は 1 0 0 0倍 希 釈 液 ) を 1 w e‡Iあ
た り 0 . 0 5 mt 加 え ､ 25℃ で 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー 卜 し た . そ の 後 プ
レ ー ト を 4 回 洗浄 し ､ 次 い で ピ オ テ ン 化 し た 坑 血 清 の IgG 分 画 (
坑 De r 千 l - 1 u g/ml ) を 1 w el l当 た tJ O. 05 m l 加 え 25℃ で 2 時
間 イ ン キ エ ペ ー 卜 し ､ 再 び 4 回 洗 浄 し た o そ の 後 ､ w 8f fに 1 %B S Å
-
Ia ct o s e で 4 0 0 0倍 に 希 釈 し た ス ト レ プ ト ア ピ ジ ン - 西 洋 ワ サ ビ
ベ ル オ キ シ ダ ー ゼ (HR P O) 結 合物 (BR L社 )0. 1 mI を 加 え ､ 2 5 ℃で 1
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時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト ､ 次 い で 4 回 洗 浄 後 ､ 基 質 (o - フ ェ ニ レ ン ジ
ア ミ ン ) を 1 静ellあ た り 8. 1 rn!加 え ､ 室 温 で 3 0 分間 酵 素 反 応 を 行
な っ た o 最 後 に ､ 2紬硫 酸 0. 1 mtを 加 え て 反 応 を 停 止 後 ､ マ イ ･ク E3
プ レ ー ト 光 度 計 (組T P- 22 コ m サ 電 気 ) に て 4 90n m の 吸 光 度 を 測 定
し た ｡ 標 準 溶 液 に よ る 吸 光 度 か ら 標 準 曲 線 を 描 き ､ そ の 様 準 曲 線
か ら 各 H D E 申 の De r † 丘 濃 度 を 求 め た ｡ De r f l 】の測 定 は 赤 川
ら の 方 法 に 準 じ た
73)
. す な わ ち De r † l 鳩 異 的 モ ノ ク ロ ナ ー ル
抗 体 (頂5臣1 1) を 頂 次 抗 体 に ､ ま た 2 次 抗 体 に HR POを 結 合 さ せ た De
r 千 8 8特 異 的 モ ノ タ m サ ー ル 抗 体 (13 Å4) を 伺 い た s a nd闇ich 臣L -
1 S A法 に よ LJ De r f H 含 量 を 測 定 し た .
稔 ア レ ル ゲ ン 活 性 (al (e rg e nic a ctivity)の 測 定
H D E の ア レル ゲ ン 活 性 の 測 定 は ､ 第 l 章 の 方 法 に 準 じ た . す
な わ ち 各 H D E を C e nt rip r 8P .
-
川 (姐闇 c ut o†† 川 k Da : ア ミ コ ン 杜
) で 2 . 5 倍 に 濃 縮 後 ､ こ の 液 を 原 液 と し ､ 2 蹟 希 釈 系 列 で 6 段 階
希 釈 し ､ Br - C 悶 活 性 化 濃 駄 と 反 応 さ せ た o H D E に 対 す る IgE 血
清 と し て ､ 市 販 H D 臣 ( 鳥 居 薬品 ) の ス ク ラ ッ チ テ ス ト で 陽 性 な
患 者 プ ー ル 血 清 を 用 い た ｡ 反 応 終 了 後 ､ 各 H 【) Eに つ い て 抗 原 希
釈 曲 線 を も と め ､ こ れ よ り プ ラ ト ー の O D42 0
の 値 を 1 0 0 % 結合 と
し ､ 各 = D E 希 釈 液 の O D4 2 0値
を 結 合 率 ( % ) に 変 換 し ､ 50 % 結
合 活 性 を 示 す H こ) E の抗 原 濃 度 (抽 出 倍 率 相 当 ) を も と め た o 5 0
% 結 合 濃 度 が 0. 0 1(1:1 0 0で 抽 出 さ れ る 試 料 の 濃 度 を 0. 0 1と し て 表
し た )で あ る H D E の 総 ア レ ル ゲ ン 活 性 を 1 と し ､ 各 試 料 の 相 対
力 価 を 算 出 し た ｡
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ダ ニ 抗 原 活 性 (antig e ni c a ctivity)の 測 定
ポ リ ス チ レ ン 製 9 6穴 マ イ ク ロ プ レ ー ト (Im m u]o n ダ イ ナ ッ テ
ッ ク 社 ) の 各 w el l に､ 8. 1 槻 炭 酸 緩 衝 液 (pH 9. 5)で 川 0 倍 に 希 釈
し た 各 H D E0. 05 ml を 加 え ､ 25 ℃ で 1 晩 放 置 し た ｡ 次 い で 1 w -
e l J あ た り 0. 0 5 %の T樹 e e n 2 0 を含 む P B S(p
.
H 7. 4)洗 浄 液 0. 3 mfで
3 固洗 浄 し た . 次 い で 3 %ゼ ラ チ ン を 1 w el lあ た リ 0. 3 mJ添 加 し ､
ブ ロ ッ キ ン グ を 行 な っ た ｡ 上 記 洗 浄 液 で プ レ ー ト を 3 国 洗 浄 後 ､
1% BSA
.
- fa c t o s e で 1 0 0 0膚 希 釈 し た ウ サ ギ 杭 C ” E 血 清 を 1 甘 e1 1あ
た LJ 0. 05 ml 加 え ､ 2 5 ℃ で 2時 間 イ ン キ ュ ペ - 卜 し た . そ の 後 プ
レ ー ト を 4 固 洗 浄 し ､ 次 い で 5 0 00倍 に 希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ
車 シ ダ ー ゼ (HR P O) 結 合 ヤ ギ 杭 ウ サ ギ 坑 休 ( カ ツ ペ ル 杜 ) を 1 闇ell
当 た LJ 0. 0 5 ml 加 え 2 5 ℃で 2 時 間 イ ン キ ュ ベ ー 卜 し ､ 再 び 4 同 洗
浄 し た . そ の 後 ､ Ⅶ e ll に ､ 基 質 ( o - フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 溶 液 ) 0.
1 mlを 加 え て 2 5 ℃で 3 0 分 間辞 表 反 応 を 行 な っ た ｡ 最 後 に , 2糾硫 酸
8. l mlを 加 え て 反 応 を 停 止 後 ､ マ イ ク ロ プ レ ー ト 光 度 計 (組T P- 2 2
コ ロ ナ 電 気 ) に て 4 9 8n m の 吸 光 度 を 測 定 し ､ こ の 値 を 各 H D E の
ダ ニ 抗 原 活 性 と し た ｡
4 - 2 ) Pe r お よ ぴ De r a s s ay 系 の 特 異 性 の 検 討
ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ に は D 千 , D p そ れ ぞ れ に 2 つ の グ ル ー プ の 主 要
ア レ ル ゲ ン ､ De r I(De r 千 I/Pe r p I) と De r l l(De r 千 】l/De r p
I t) が あ る . そ こ で De r 千 t お よ ぴ De r 千 l l a s s ay 系 に 及 ぼ す
Pe r p l お よ ぴ De r p l l の影 響 を 標 準 曲 線 を 書 か せ る こ と に よ っ
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て F ig . 4 - 1, Fig . 4 - 2に 示 し た o De r f J お よ ぴ De r f l l の検 出
感 度 は 各 々 O. 1 6 ng/”) , 1 . 25 ng/mIで あ る が , 両 菜 共 に De r p
I お よ ぴ De r p H に 対 し ､ 5 0- ‖)0倍 以 上 の 感 度 で De r f 宅 お よ ぴ
De ど を 測 定 で 垂 ､ H D 臣申 の De r 千 l お よ ぴ De r 千 8 1含 量
の 特 異 的 測 定 が 可 能 で あ る こ と が 判 明 し た . ま た De r f H と De r
p Jl に 等 し く 反 応 す る 洗 血 清 を 用 い て ､ ” D E 申 の De r ⅠI含 量 を
測 定 し た o こ れ ら の 系 を 用 い て ､ H D E中 . の De r 千 I, Pe r f l f,
汲 び に De r I I含 量 を 測 定 し ､ こ れ よ り 1 グ ラ ム †in e du s申 に 含 ま
れ る 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 を 換 算 し た (F ig . 4 - 3) . 室 内 塵 1 グラ ム
中 に 2 ug 以 上 の De r f 8 を 含 む 試 料 は ､ 3 0件 申 1 2 件 で あ っ
た ｡
4 - 3 ) H D E 中 の ア レ ル ゲ ン 活 性
各 H D E 申 の ア レ ル ゲ ン 活 性 を 抗 原 希 釈 曲 線 と し て 書 か せ た 時
慢 と ん ど の 試 料 の プ ラ ト
l
- 値 は ､ O D42 0 で0. 7 - 1 . 2 の 値 を 示 し ､
ま た 抗 原 希 釈 曲 線 の パ タ ー ン も か な り 類 似 し て い た . 次 ぎ に こ れ
ら 抗 原 希 釈 曲 線 の 縦 軸 の OD4 2 0値 を 結 合 率 に 変 換 し た 代 表 例 を F i
g . 4
- 4 に 示 し た o 5 0 %絶 食 濃 度 が 0. 0 1(1:1 0 0相 当 ) で あ る H D E
濃 度 の ア レ ル ゲ ン 活 性 を 1 と し た 時 の ､ 各 試 料 の 相 対 力 価 の 分 布
を Fig , 4 - 5に 示 し た o 最 低 値 (0. 1 9) と 最 高 値 (1 21 8 2) の 比 は 約 了0
倍 で あ っ た ｡
4 - 4 ) H D E中 の プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 合 成 ペ プ チ ド 基 質 で あ る 8o い P he
-
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se r- A rg 一 組C A を 伺 い た 時 ､ い ず れ の 試 料 に お い て も プ E) チ ア
ー ゼ
活 性 が 検 出 さ れ た (Fig . 4 - 6) o 最 高 値 と 最 低 値 と の 比 は 約 2 0 0
倍 で あ っ た o - 方 基 質 に s u いLe u- Le u
- Va ト Try 一 組C A を 用 い て , 1 ”
閲 cy st ein e の 有 無 に よ り シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 し た
が ､ い ず れ の 検 倦 も cyst ein e に よ り 活 性 弛 さ れ ず ､ シ ス テ イ ン プ
ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 検 出 さ れ な か っ た ｡
4 - 5 ) H D E申 の ト リ プ シ ン 様 プ 出 チ ア ー ゼ と De r と の 基
登 時 異 性
9 種の 合 成 ペ プ チ ド 基 質 を 伺 い て ､ 強 い ト リ プ シ ン 嫌 プ u テ ア
- ぜ 活 性 を 示 し た ‖ D E 申 の 3 検 体 と De r と の 間 に お け る ､
基 質 特 異 性 を 比 較 し た (Table 4 - 1) o
,
ダ ニ 由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ
t3 チ ア ー ゼ (Pe r 千 H l)と 室 内 塵 由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
-
ぜ と の 基 質 特 異 性 は 極 め て 類 似 し て い た o
4 - 6 ) H P L Cゲ ル ク n マ ト ゲ ラ フ ィ
一 に よ る ダ ニ 由 来 お よ び 室
内 塵 由 来 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 検 出
M B E お よ び M ド E
'
の H P L Cゲ ル ク u マ ト ゲ ラ フ ィ 一 に よ る
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 溶 出 パ タ
ー ン を F ig. 4
一 丁 に 示 し
た ｡ M B E 由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ お よ ぴ M ド E 由 来 の
De r の 活 性 ピ ー ク の r ete ntio n tim eは 各 々 1 81 1 9min , 2 0
-
21 min で あ っ た ｡ 次 ぎ に H D E8 猿 体 に つ い て 同 様 に H P L C ゲ
ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ る ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 測
定 し た . H D E No . 3 , 4, 7に お い て は
.
､ そ の 活 性 ピ ー ク の r ete nt ト
ー 89 -
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Tab一e 4-1 Compa rison of s ubstr ate spe cificity
subs甘r ate HD6 ‖D13 H D27 Der ず 3
8o c- Phs -Se r-Arg 一 朗CA
Bo c- GJ” -GJy-Arg- 槻CÅ
Do c- ” ” - Glu -Sly-Arg- 細CA
Bo c- 馴 u -Lys - Lys - 閑C免
Bo c- 馴 u - Arg一 触g一 触CA
Bo c-Va卜Le u- Lys - 槻CA
Su e- Le u- Le u- Va 卜Tyr -肘CA
Su c- A]a - A書a - AIa 一 掃C鹿
AJa 一 朗CÅ
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o n ti m e は そ れ ぞ れ 1 8. 1 8, 1 9 min で あ っ た (F ig . 4 - 8). さ ら に H
D E 悶o ｡ 6で は 1 9, 2 4 min に ､ 悶o . 3 0 で は 2 0. 2 4, 2 了 min に 活 性 ピ ー
ク が 検 出 さ れ た (F ig . 4 - 9) o 他 の 3 検 体 も 含 め た 活 性 ピ ー ク の
r et e ntim e を Tab ie 4 - 2 に 示 し た o
4 - 7 ) ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 と 他 の 指 標 と の 相 関
H a E3 O検 体 で の De r f 畳 含 量 と De r 千 f E含 量 と の 細 関 係 数 は
r - o. 8 0 0で あ り ､ 極 め て 良 い 相 関 が 認 め ら れ た (ド(
-
g . 4 - =け . 蕊
た De r f I 含 量 と 総 ア レ ル ゲ ン 活 性 あ る い は De r 千 I J含 量 と 総 ア
レ ル ゲ ン 活 性 と の 相 関 係 数 は ､ 各 々 r = 0. 6 3 6, r = 0. 6 8 0で あ り ､ こ
れ ら の
.
間 に お い て 良 い 相 関 が 認 め ら れ た (F ig ･ 4 - 1 1･ 4 - 1 2)o さ ら
に H D E申 の ダ ニ 数 と ダ ニ 抗 原 活 性 と の 相 関 係 数 は ､ r - 0. 6 0 8で
あ っ た (F ig . 4 - 1 3) 0
4 - 8 ) ト リ プ シ ン 様 プ m チ ア ー ゼ 活 性 と 他 の 指 標 と の 相 関
= D E3 O検 体 で の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア - ぜ 活 性 と De r f 且I と
の 相 関 係 数 は ､ r = 0. 2 2 3と
'非 常 に 低 く ､ し か も 魚 の 相 関 を 示 し た o
ま た De r 千 [ ほ De r p H の 総 和 で あ る De r l I畳 と の 相 関 係 数 も r -
o
. o 6 9で あ り ､ 相 関 が 認 め ら れ な か っ た (F ig. 4 - 1 4, 4
- 1 5)o ま た
ト リ プ シ ン 椋 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と De r 千 I と の 相 隅 係 数 も r - 0. 0 0
1 で あ り 亀 の 相 関 を 示 し た o さ ら に ト リ プ シ ン 様 プ E] チ ア ー ゼ 活
性 と ダ ニ 抗 原 活 性 ､ ダ ニ 数 の 格 闘 係 数 は 各 々 r = 0. 210, r - 0. 2 1 8 で
い ず れ 屯 低 か っ た (F ig . 卑 - 1 6, F ig . 4 - 1 7) o
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Table 4-2 Pres u mtiv e o rigin o† H Dtrypsin
by HPLC r ete ntio n tim e
so u rce Rete ntio n tim e(ruin) OrigL n
臥Body 18
-19
乱Fe c e s 20-21
nDE3 18
柵E4 18
HDE6 柑
24
H 旺7 19
HDE12 21
HD
'
E1 4 1B
HDE29 19
HDE30 20
臥 Body
乱 Body
臥Body
unkn o 闇n
#. Body
乱 臣e c e s
乱 Body
乱8ody
乱臣e c e s
24 Unkn o 闇n
27 unkn o 闇n
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4 - 9 ) 各種 ア レ ル ゲ ン エ キ ス 申 の ト リ プ シ ン 様 プ n チ ア
ー ゼ 活 性
室 内 塵 中 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ る 花 粉 類 ､ 巽 南 類 ､ イ ヌ や ネ コ
の 皮 屑 ､ 食 品 類 を 含 む 4 4 種の ア レ ル ゲ ン エ キ ス に つ い て ト リ プ シ
ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 し た o 犬 毛 ､ 猪 毛 等 に ト リ プ シ ン 樵
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た が ､ 最 も 強 い 活 性 を 示 し た の は ア
ル テ ル ナ リ ア で あ っ た (F ig . 4 - 1 8) .
4 - 1 0) 要 約 ､ 考 察
要 約
① 各 家 庭 3 0件 の 室 内 塵 よ り H D Eを 調 製 し ､ 各 検 体 申 の De r 千
I, Pe r 千 l ], De r l I含 量 ､ 練 ア レ ル ゲ ン 活 牲 ､ プ t3 チ ア
ー ゼ 活 性 ､
紐 ダ ニ 抗 原 活 性 ､ ダ ニ 数 を 測 定 し た ｡
② De r 千 l お よ ぴ De r 千 ! l測 定 の た め の s a ndwich 臣L I S Å系 を 確 立
し た o そ の 結 果 室 内 塵 1 グ ラ ム 申 に 2 p g 以 上 の 高 い D e r f I を
含 む 試 料 は ､ 3 0件 申 1 2件 で あ っ た ｡
③ H D E申 の 総 ア レ ル ゲ ン 活 性 の 最 低 値 と 最 高 値 の 比 は 約 7 0倍 で
あ っ た ｡
④ H D E 3 0 検 体 す べ て に ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 牲 が 検 出
さ れ た . ト リ プ シ ン 様 プ n チ ア ー ゼ 活 性 の 最 低 値 と 最 高 値 の 比 は
約 2 O O倍 で あ っ た . 一 方 シ ス テ イ ン プ n チ ア
ー ゼ 活 性 は ､ 全 く 検
出 さ れ な か っ た ｡
⑤ 9 種 の 合 成 ペ プ チ ド 基 質 を 用 い
L
T ､ ‖ D E 由 来 の ト リ プ シ ン 様
- 10 5---
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プ E3 チ ア ー ゼ と De r と の 基 質 特 異 牲 を 比 車 検 討 し た と こ ろ ､
極 め て 類 似 し て い た ｡
⑥ ダ ニ 由 来 お よ ぴ 室 内 塵 由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ E3 チ ア ー ゼ の 分 子
量 を r et e nti o n tinl eを 指 標 に し て H P L Cゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に
て 比 較 検 討 し た と こ ろ ､ ” D E 由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ E] チ ア ー ゼ
の 多 く は ､ ダ ニ 虫 終 曲 来 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ と 同 じ 位 置
に 溶 出 さ れ た ｡
⑦ H D E申 の De r 千 I と De r 千 iIと の 相 関 は 極 め て 良 か っ た ( r -
0. 80 0)o - 罪 , ト リ プ シ ン 様 プ 出 チ ア ー ゼ 活 牲 と De r 千 l あ る い
は D¢ r と の 相 関 は ､ 認 め ら れ な か っ た ｡ ま た ト リ プ シ ン 様
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と 他 の 指 標 ( ダニ 抗 原 活 性 等 ) と の 相 関 も ､ 主
要 ア レ ル ゲ ン 同 様 低 か っ た ｡
⑧ 室 内 塵 申 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ る 他 の ア レ ル ゲ ン エ キ ス に つ い
て ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー
ー ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ る ､ ア ル テ ル ナ
リ ア に 強 い ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た ｡
考 察
第 2 章 お よ び 第 3 章 に お い て ､ コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ
ン で あ る De r f l と De r が 各 々 シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ と ト
リ ブ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と を 論 じ て き た ｡ と こ ろ で 室 内 塵
中 に は ､ ケ ナ ガ コ ナ ダ ニ , サ サ ラ ダ ニ 類 ､ ニ ク ダ ニ 簸 等 30
- 4 0種 の
ダ ニ が 生 息 し て い る と 言 わ れ て い る
了了･ 了8)
o 中 で も 気 管 支 唱 息 等 の
ア レ ル ギ ー 性 疾 患 に 関 与 す る ヒ ∃ ウ
ー
ヒ ダ ニ 類 が ダ ニ 総 数 の 川 - 8 0 %
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を 占 め る と 言 わ れ て い る ｡
吸 入 性 ア レ ル ゲ ン 関 与 の 気 管 支 唱 患 や ア レ ル ギ
ー 性 鼻 炎 等 の 予 防
治 療 法 と し て ､ 現 在 薬 物 療 法 ､ 特 異 的 滅 感 作 療 法 ､ 環 境 整 備 の 3 種
の 方 法 が 施 行 さ れ て い る ｡ こ れ ら の 申 で ､ 薬 物 療 法 は 成 長 期 の 幼 児
に と っ て 負 担 に な る こ と か ら ､ ま た 特 異 的 滅 感 作 療 法 は 頻 回 の 通 院
並 び に 治 療 効 果 が 現 わ れ る ま で 長 時 間 ( 1 - 3 年 ) か か る こ と な ど
か ら ､ 環 境 整 備 が 小 児 科 領 域 に お い て 特 に 注 目 さ れ て い る ｡ し か し
藻 琴 猿 を 含 む 住 宅 環 境 か ら ダ ニ ア レ ル ゲ ン を 除 去 す る に し て も ､ 個
人 個 人 に よ り そ の 程 度 が 異 な り ､ ダ ニ ア レ ル ゲ ン 畳 を 示 す 客 観 的 指
標 が 必 要 で あ る o 従 来 ダ ニ 汚 染 の 指 標 と し て は ､ ま ず ダ ニ 虫 件 数 那
用 い ら れ て き た が ､ こ の 方 法 で は 判 断 の 基 準 と な る 形 態 学 的 な 知 識
が 要 求 さ れ 少 数 の 専 門 家 の み 測 定 可 能 で あ り ､ か つ 非 常 に 時 間 を 要
し た ｡ こ う し て 最 近 ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン に 対 す る 抗 体 を 用 い た s a nd
wich E L I S A法 に よ り ､ ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 量 を 測 定 し よ う と い う 試
み が な さ れ て い る
了0･ 7 1･ 了2･ 了3･ 了4
) ｡ し か し ､ こ れ ら の 方 法 は ダ ニ
数 の 測 定 に 比 較 す れ ば ､ 正 確 な ら び に 敏 速 に な っ た も の の ､ 各 家 庭
で 測 定 す る に は ､ 繁 雑 か つ 多 く の 時 間 と 特 別 な 設 備 を 要 す る ｡ そ こ
で 最 近 ダ ニ の 尿 成 分 の グ ア ニ ン を 指 標 に し た 簡 易 な 単 定 量 的 キ ッ ト
(l C AR E Xte st)が 開 発 さ れ ､ グ ア ニ ン 量 と ダ ニ の グ ル ー プ 1 ア レ ル
ゲ ン 量 と の 間 に 高 い 相 関 が あ る と の 報 告 が あ る
7 9, 8 0)
｡ と こ ろ で ヒ
ョ ウ ヒ ダ ニ の 主 要 ア レ ル ゲ ン が シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ や ト リ プ シ
ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ で あ る こ と が 判 明 し た の で ､ こ れ ら の プ ロ テ ア
ー
ゼ 活 性 を 指 壕 に す れ ば ､ A C I R E Xt e st 同 様 簡 便 に ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ
ン 量 を 推 定 す る こ と が 可 能 か も し れ な い ｡ そ こ で こ の 可 能 性 を 追 及
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す る た め に ､ H D E の プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 測 定 し ､ こ れ と ダ ニ 主 要
ア レ ル ゲ ン と の 関 連 を 検 討 し た ｡
ま ず ‖ D E 中 の プ m チ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 し た と こ ろ ､ シ ス テ イ ン
プ m チ ア ー ゼ 活 性 は 換 出 さ れ な か っ た も の の ､ 3 0験 体 全 例 に お い
て ト リ プ シ ン 様 プ m チ ア ー ゼ 活 性 が 高 感 度 の 閲CA 基 質 で 検 出 さ れ た .
ま た 同 様 な 結 果 が 発 色 基 質 で あ る N
- be n z oy 卜 D L- a rgin e- p肘A を 用 い
て も 得 ら れ た . し か も 様 々 な 合 成 槻C A 基 質 を 用 い て そ の 基 質 特 異 性
を 検 討 し た と こ ろ H D E のト リ プ シ ン 様 プ 四 チ ア
ー ゼ と De r 千 I 一l
の 基 質 特 異 性 は 非 常 に 類 似 し て い た ｡ ま た D e r 千 H l と M aE 由 来
の ト リ プ シ ン 様 プ n チ ア ー ゼ と の 基 質 特 異 性 も 類 似 し て い た (data
not sh 印 n)o こ れ ら の 結 果 よ り H D E由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ 紘 ダ ニ 腐 釆 で あ る 可 能 性 が 示 唆 さ れ た o
そ こ で さ ら に こ の 可 能 性 を 確 か め る た め に ､ M a E お よ ぴ･M ど E
由 来 の ト リ プ シ ン 樺 プ ロ デ
ー
ァ ー ゼ の 活 性 ピ ー ク の r et e nti o ∩ tim e を
H P L Cゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に て 求 め た と こ ろ ､ ” a E は 1 8
- 1 9min
, ” ド E は 2 0- 2 1 min で あ っ た o 次 ぎ に H D E 8 検 体 に つ い て 同 様
に H PLCゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー に よ り ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
'
- ゼ 活
性 を 測 定 し た と こ ろ ､ 多 く の r et e nti o n timelま1 8･ 1 9 min で あ り ､
M B E 由 来 の そ れ と 類 似 し て い た .
一 方 中 に は ､ M ド E 由 来 の De r
■
の r ete ntio n tim eと
- 致 す る も の が 認 め ら れ た . ま た ア ル テ
ル ナ リ ア の 活 性 ピ ー ク の r ete ntio n tim e と
一 致 す る 2 4 min に も 活 性
ピ ー ク が 検 出 さ れ ､ H D E由 来 の ト リ プ シ ン 棟 プ ロ テ ア
ー ゼ は ､ 何
唾 頼 か の 混 合 物 に よ る も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ た o
次 ぎ に H D E 申 の ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 量 が こ れ ら ト リ プ シ ン 様 プ
- 109-
ロ チ ア ー ゼ 活 性 で 代 用 可 能 か ､ 両 者 の 相 関 を 調 べ た . De r † 一 畳 と
De r 千 l l量 は r -0 . 8 0 0と 高 い 相 関 を 示 し ､ こ の 測 定 系 が 正 し く 各 々
の ア レ ル ゲ ン を 特 異 的 に 測 定 し て い る こ と が 確 か め ら れ た ｡ し か し ､
Pe r 千 i i畳 と ト リ プ シ ン 様 プ E) チ ア ー ゼ 活 性 と の 相 関 係 数 は ､ ㍗ - o.
2 23 と低 く ､ 室 内 塵 申 の ト リ プ シ ン 様 プ E) チ ア - ゼ に は ダ ニ に 依 存
す る も の と 依 存 し な い も の と が 存 在 す る こ と が 判 明 し た ｡ ま た De r
千 l l量 と De r p H 畳 と の 総 和 で あ る De r H 畳 も r = 0. 0 69 で あ り ､ 相
田 が一認 め ら れ な か っ た o ま た
De r 千 I 量 と ト リ プ シ ン 様 プ n チ ア ー
ぜ 活 牲 と の 相 関 係 数 は r - 0 . 0 0 1で あ り 同 様 に ､ 相 関 が 認 め ら れ な か
っ た (dat a n ot sho w n)o こ の こ と よ り ､ H D E 申 の ト リ プ シ ン 様 プ
ロ テ ア ー ゼ を 指 捷 に し て ､ ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 を 推 定 す る こ と ば
困 茸 で あ る と 思 わ れ た o と こ ろ で 室 内 塵 中 の 構 成 物 質 は 花 粉 額 ､ 薫
菌 類 ､ 食 品 等 多 岐 に わ た る ｡ そ こ で 室 内 塵 中 に 含 ま れ る 可 能 性 の あ
る 4 4穫 の ア レ ル ゲ ン エ キ ス に つ い て ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活
性 を 測 定 し た と こ ろ ､ 責 菌 の ア ル テ ル ナ リ ア (A tte r n at ia k i ku ch ia
牡里) に 強 い 活 性 が 検 出 さ れ た . こ の こ と よ り , ‖ D E 中 の ト リ プ シ
ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ の 由 来 の 1 つ の 候 補 と し て , ア ル テ ル ナ リ ア が 示
唆 さ れ た o H D E中 に 含 ま れ る ト リ プ シ ン 棟 プ ロ テ ア ー ゼ の 正 確 な
由 来 は ､ 現 在 の と こ ろ 不 明 で あ る ｡ し か し ､ 第 1 葦 で 述 べ た よ う に ､
ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ に は 強 い 起 炎 作 掲 が あ る た め ､ ダ ニ ア レ
ル ギ ー 患 者 に お い て ､ ア レ ル ギ ー 性 炎 症 反 応 を 増 悪 さ せ る 因 子 と し
て 作 用 し て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る o
.
そ れ 故 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 を 測 定 す る こ と は ､ 大 変 意 義 が あ る も の と 思 わ れ る
- 1 10-
節 5 茸
カ
-
コ声
ー
u ダ
む ヽ て
= コ づ卜 監ニ ウ 虹ニ ダ く聖 習 ニ W
と の 抗 原 苛 性 の 関 連 gこ ｢=>
コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (D f) (F ig . 5 - 1a) 中に は ､ シ ス テ イ ン プ ロ テ
ア ー ゼ と ト リ プ シ ン 様 プ z3 チ ア ー ゼ が 存 在 し ､ 各 々 が 主 要 ア レ ル ゲ
ン で あ る こ と ､ ま た ハ ウ ス ダ ス ト イ ト (D fと Dp) が 主 要 な ア レ ル ゲ
ン で あ る 室 内 塵 中 に も ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ が 存 在 す る こ と が
前 章 ま で で 明 ら か と な っ た ｡
と こ ろ で 縫 物 や 果 樹 に 寄 生 し ､ 害 を 及 ぼ す ダ ニ と し て ミ カ ン ハ ダ
ニ や ナ . ミ ハ ダ ニ な ど の ハ ダ ニ 頬 が 知 ら れ て い る . こ れ ら の ダ ニ は 殺
ダ ニ 剤 に 対 し て 容 易 に 抵 抗 性 を 獲 得 し や す い た め ､ 大 抵 の 殺 ダ ニ 刺
は 役 に た た な い o そ こ で ヨ ー ロ ッ パ や 北 ア メ リ カ 等 で は ､ ハ ダ ニ の
天 敵 で あ る 捕 食 性 の チ リ カ プ リ ダ ニ (Phyt o s ei [u s p e r simi l is : P
旦) (F ig . 5
- 1b: 津 久 井 誠 博 士 ( ト ー メ ン 妹 ) よ り 写 真 掲 載 許 可 )
を 用 い た ､ 生 物 農 薬 の 試 み が な さ れ て い る
8･1･ 8 2, 8 3･ 8 4)
｡
ハ ウ ス
ダ ス ト マ イ ト で あ る 旦王と 捕 食 性 の ダ ニ で あ る 巳巨は ､ 分 類 学 的 に 非 常
に 異 な る 亜 目 に 属 す
●
る (F ig . 5 - 2:D f無 気 門 類 , Pp 中 気 門 類 )o ハ ウ
ス ダ ス ト マ イ ト と コ ナ ダ ニ (s t o r ag e mit e)と の 交 差 反 応 性 に 関 す る
研 究 は か な り 行 わ れ て い る
8 5･ 8 6)
o し か し ､ こ れ ら の ダ ニ は 同 じ 亜
目 に 属 す る (Astig a m ata)｡ 異 な っ た 亜 目 に 属 す る ダ ニ 間 の 交 差 反 応
性 に 関 す る 研 究 は ほ と ん ど 行 わ れ て い な い ｡ ま た ､ ハ ウ ス ダ ス ト マ
イ ト と チ リ カ プ リ ダ ニ と の 抗 原 性 を 葡 ペ る こ と は ､ 非 常 に 重 要 で あ
る ｡ す な わ ち ハ ダ ニ を 扱 う 従 事 者 が ハ ウ ス ダ ス ト マ イ ト に 感 作 さ れ
- ill-
Fig･ 5
- 1a･ Ele ctr o n microgr aph sho wmg the ho u s edust mite,
●
Ⅰ). 払 血 a e.
Fig. 5
- 1b. Pb o s eilu sI)e r s出血is.
- 11 2 -
過
:垂
∽
h
q)
a;
”
･
B
覗
ロ
C〉
● ▼■ 1
U
cd
-O
q⊃
I{
a
O
,q
ヰJ
LH
O
q
O .
'
'
p
i･B
●
●
葛篭
▼てコ
qJ
#$
O
rjJ3
l 心
l√) ,E]
＋J
密召
(刀
O
ヨ
C〉.tLD
cd
,Ej
a
0
ヰJ
cd 8)
∈･喜
白 q <cd
i
め
q)
ヨ
0
bD
也
A
C h
O
～
cd
己
ト1
q)
a
i
q)
cd
y6
月
CL
>
I - -+
tLD
O
h
>
P<
i
くd
＋J
(d
自
普
局
Gの
ヨ
ー
ヨ 切
● y～ ● 7 d
害召
倉
●
邑
(/)
ヨ
y-
ヨ
＋ T～
a)
Gの
()
･ 一
昔
a.I
育
め
cd
一口
:ヨ
4)
G乃
O
～
h
ぷ
P<
昔
cd
＋J
cd
亀
'
B
(∫)
O
GO
くD
●
買
cd
ロ
●
己
cd
■U
i
113
盟
∽
ヨ
自
q)
こ)
粛
iぺ
め
▼ロ
h
O
,a
ヨ
∽
h
O
TC)
lJ
O
て い る 場 合 ､ 両 者 に 共 通 抗 原 性 が あ れ ば ､ ア レ ル ギ ー 症 状 を 呈 す る
可 能 性 が あ る か ら で あ る ｡
そ こ で ､ 本 章 で は 91と 巳巨 の 間 に 共 通 銑 原 性 が あ る か ど う か 検 討 し ､
そ の 安 全 性 に つ い て 論 ず る ｡
5 - 1 ) 実 験 材 料 お よ ぴ 方 法
ダ ニ 虫 体 抽 出 エ キ ス :
チ リ カ プ リ ダ ニ 虫 体 は Spi de x ( コ ッ パ ア ー ト 社 ､ オ ラ ン ダ ) 杏
使 用 し ､ D†虫 体 抽 出 エ キ ス 同 様 ダ ニ 虫 体 1 0 0m g を 第 1 章 の 方 法 に
準 じ て 調 製 し た o
ウ サ ギ 坑 D f血 清 :
第 2 章 で 作 製 し た も の を 使 用 し た o Pe r 千 t お よ ぴ De r
対 す る ウ サ ギ 血 清 は 安 彼 ら の 方 法
4 5)
に 準 じ て 作 製 し た o
] t&=
イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ :
1 4 %ゲ ル で S DS - P A G Eを 行 っ た 後
5 3)
､ T o win ら
8 了)
の 方 法 に 従
っ て イ ム ノ ブ ロ テ ィ ン グ を 行 っ た . S D S- P A GE で 分 態 し た 蟹 白 鷺 を
p oly vi n yt i de n e d i †lu o r
-
L de (P V D F) m e mb r a n e(lm m ob i lo n , ミ
リ ポ ア 牡 ) に 転 写 し た o P V D Fm e mb r an e を ウ.ii
･ ギ 杭 91血 清 あ る い
は ウ サ ギ 杭 De r f [ あ る い は De r f f lと 室 温 で 2 時 間 反 応 後 ､ 3･
o o o倍 に 希 釈 し た 西 洋 ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ (‖R P O) 標 識ヤ ギ 坑
ウ サ ギ IgG(カ ッ ペ ル 杜 ) と 室 温 で 2 時 間 反 応 し た . 最 終 的 に PV DF
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me mbr a n eを コ ニ カ イ ム ノ ス テ イ ン ‖RP - 1 0 0 0( 生 化 学工 業 ) で 発 色
さ せ た ｡
プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 :
プ m チ ア ー ゼ 活 性 の 測 定 は ､ 第 l 章 に 準 じ た .
ア レ ル ゲ ン 活 性 の 測 定 :
第 1 章 の 方 法 に 準 じ て 測 定 し た . す な わ ち ､ Riあ る い は Pp抽 出
エ 串 ス を B r - C 閃 活 性 化 漉 紙 に 結 合 さ せ ､ 91に 感 推 さ れ て い る 20名
の 唱 息 患 者 血 清 (D †プ ッ リ ク テ ス ト 陽 性 ､ R A ST ス コ ア ー > 3 )
と の 反 応 に よ り E L ( S A法 に て ア レ ル ゲ ン 活 性 を 測 定 し , ま た そ の
強 度 を P hadeba s 柁a st Unit ( P R U) 表 示 し た
8 8)
o
E L 且S A inh i b itio n :
ダ ニ 虫 体 抽 出 エ キ ス (D fお よ び Pp) は 0. 1 %8S Aを 含 む 0. 0 2 姐
B Sで 1 mg/mI の 濃 度 よ り 2 培 希 釈 系 列 で 1 0 段 階 以 上希 釈 し た o
各 試 料 0. 0 了 ml と ‖】, 000 倍 に 希 釈 し た ウ サ ギ 抜 D f 血 清 0 . 0 7
l を 混 合 し ( 中 和 溶 液 ) ､ 2 5 ℃ 2 4時 間 イ ン キ ュ ペ ー 卜 し た ｡ な お
c o nt r of と し て ダ ニ 虫 体 抽 出 エ キ ス の 代 わ tJ に B S Å- P B Sを 用 い ウ
サ ギ 坑 D f血 清 と 混 合 し た も の 調 製 し た o 一 方 ポ リ ス チ レ ン 製 9 6穴
マ イ ク E3 プ レ ー ト の 各 w ellに ､ 0. 1 関 炭 戦 線 衝 液 (p= 9. 5)で 希 釈
し た 1 0ug/ml a)D †溶 液 を 加 え ､ 2 5℃ で 1 晩放 置 し た ｡ 次 い で 1 w -
e暮] あ た LJ O. 0 5 %の Tw ee n 2 0 を含 む P B S(pH 了. 4) 洗 浄 液 0. 3 mIで
3 回 洗 浄 し た . 次 い で 3 %ゼ ラ チ
■
ン を 1 w et f あ た り 0. 3 mf添 加
- 11 5-
し ､ 室 温 で 1 次 間 ブ ロ ッ キ ン グ を 行 っ た ｡ 上 記 洗 浄 液 で プ レ ー ト
4 回 洗浄 後 ､ 1 we H あ た り 中 和 溶 液 を 0. 0 5 ml 加 え 25℃ で 2 時 間
反 応 さ せ た o そ の 後 プ レ ー ト を 4 回洗 浄 後 4, 0 0 0倍 に 希 釈 し た ‖R
p o棲 蔑 ヤ ギ 杭 ウ サ ギ IgG ( カ ッ ペ ル 杜 ) を I w el Lあ た り 0. 0 5 mI
加 え ､ 2 5 ℃で 2 時 間 イ ン キ エ ペ - 卜 し-た . 4 固 洗 浄 後 ､ 1 w el lあ
た tJ ､ 基 質 (o - フ ェ ニ レ ン ジ ア ミ ン 溶 液 ) 0. 1 mf を 加 え ､ 室 温 で
3 0分 間 酵 素 反 応 を 行 っ た . 2 N 硫 酸 0. 1 ml で 反 応 停 止 後 ､ T‖臣R 細0
甲ÅX マ イ ク ロ プ L/･｢ ト リ
ー ダ ー (糾o[e c uLa r De vic e杜 ) に て 4 90
n nの 吸 光 度 を 測 定 し た o % inh j bitio n は 次 ぎ の 式 で も と め た o
中 和 溶 液 で の OD4 9 0値
% inh i b iti o n - 1 l o o
c o n tr ol 溶 液 で の O D490 値
な お バ ッ ク グ ラ ン ド 値 ( 平 均 O D4 gO= 0, 0 2) は 実 測 値 か ら 差 し 引 か
れ ､ % inh
l
Lb it`io n が 求 め ら れ た .
5 - 2 ) チ リ カ プ リ ダ ニ 虫 休 抽 出 エ キ ス 中 の プ E3 チ ア ー ゼ 活 性
P p 虫 体 抽 出 エ キ ス 中 に は ､ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は
検 出 さ れ た が ､ シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は ま っ た く 検 出 さ れ
な か っ た (F ig . 5 - 3). - 方 D f 虫 体 抽 出 エ キ ス 中 に は ､ 雨 プ n テ
ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た ｡
5 - 3 ) Pp抽 出 エ キ ス と り 抽 出 エ キ ス の S D S- P AGE分 析
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- 3. Pr ote a s e a civitie s in 聖2 a nd D f extr a cts･
pr ote a s e a ctivity w a s m e a stlr ed using Bo c
- T he - Se r- Arg
- M CA
- H Cl(pH 8.0) a nd cystein e pT Ote a S e a ctivity w a s m e a s u r ed
Le t1- Le n - Vat- Tyr
- M CA in 0.1 ” P B(pfI 6･0)co ntaining 1
N. D .(n otdete cted).
- 1 17-
Trypsi n
- 放 e
in 0.1 M Tris
u sl 皿g Su c
一
皿 M cystein e.
pp抽 出 エ キ ス と Df抽 出 エ キ ス で の S D S
- P A GEに お け る 泳 動 パ タ ー
ン を F ig . 5 - 4に 示 し た o 雨 エ キ ス と も 多 く の
バ ン ド が 検 出 さ れ し
か も Pp抽 出 エ キ ス に も De r f l や De r 千 l B の分 子 量 に 相 当 す る 付
近 に バ ン ド が 検 出 さ れ た o
5 - 4 ) 交 差抗 原 性
イ ム ノ ブ ロ ッ テ ィ ン グ 解 析 で ､ ウ サ ギ 抗 D f 血 清 と P p 虫 体 抽
出 エ キ ス と の 間 に お い て ､ 4 つ の 交 差 抗 原 性 を 有 す る 蛋 白 質 が 検
出 さ れ た . そ れ ぞ れ の 分 子 量 は ､ 了0 , 7 2･ 7 5･ 1 1 0k Da で あ っ た (F ig
. ト 5) o 一 方 ウ サ ギ 抗 De r i l お よ ぴ 杭 De r 千 l Iと Pp 虫 体 抽 出 エ
キ ス と の 間 に は ､ 反 応 が 認 め ら れ な か っ た . Pp抽 出 エ キ ス と R!抽
出 エ キ ス と の 交 差 抗 原 性 の 程 度 を 定 量 す る た め に ､ ウ サ ギ 杭 D f血
清 を 用 い た E L I S Ainhi b itio nを 行 っ た (F ig . 5
- 6)｡ 1 mg/rnl の高
濃 度 Pp抽 出 エ キ ス を 用 い て も 5 M inh i b itio nは 起 こ ら な か っ た o
2 0発inh i b itio nに 必 要 な Pp抽 出 エ キ ス の 濃 度 (5 0 0ug/ml) は , 9j
抽 出 エ キ ス に 必 要 な 濃 度 (0. 4 4 ug/mI)の 約 2, 0 0 0倍 で あ っ た .
5 - 5 ) 交 差ア レ ル ゲ ン 性
D †抽 出 エ キ ス 結 合 漉 紙 あ る い は Pp抽 出 エ キ ス 結 合 波 紙 と ヒ ト 坑
91(gE 抗 体 と の 反 応 は ､ Pp抽 出 エ キ ス 結 合 漉 紙 に お い て は 2 0例 申
例 が 陽 性 を 示 し ､ そ の 平 均 P R U値 は 1 . 4 で あ っ た ｡
一 方 ､ D f抽
出 エ キ ス 結 合 漉 紙 で の 平 均 P R U値 は 42. 8 で あ っ た (Tab le 5
- 1) o
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Fig･ 5
- 4･ s o s- P A G Epattern of Pl a nd Df
'
e xtra cts･Ea ch s a甲ple w a s
a nalyz ed o n 4
- 20% ･ gradie nt polya c rylami de gel undeT r edu cing conditio n･
Lane A
,
Pl e xtr a ct. La n e B, 空室 e xtr a ct･ Lan e C, D e r f ‡. Lan e D ,
D e rf II. La n e”
,
m a rke rpr otein s.
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望頚
Fig. 5-5
Pe r f I
La n eA:
La n ¢8:
I柳 u n Oblo t a n a一ys e sof Dfa nd Pp e xtr act 甘ith eithe r r abbit a nt ト
a nd De ri II s era o r r abbit a nt
'
L
- Df se r a,
a staining of Pp e xtr a ct with r abbit a nt卜D†ser a a nd pe r o xida s e
-
c o njugated ant ト r abb
.
It tgG.
a staining of Dfe xtr a ct 甘ith r abbit anti
- D†s e r a a nd pero xida s e-
co njugated a ntト r abbit lgG.
La n eC: a staining of Pp e xtr act with rabbit a nt卜Der 千 ) sera a nd
peroxidas e- c o njuga ted a nti- r abbit JgG.
La n eD: a staining of Dfe xtr a ct With rabbit a nt卜Der 千 l s e r a a nd
pe r oxidas e- c o njugat ed a nts- r abbit )gG.
La n eE: a s taining of Pp extr a ct With rabbit ant トDe r 千 ” s e r a a nd
pe r o xida se- co njugated antト r abbit lgG.
La n eド: a staining of D†e xtract With rabbit a nt卜De r f I書s era a nd
peroxida s e- c o njugated anti- rabbit lgG.
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令) a nd
Table 5 - 1 Spe ci且c ‡gE to D
f a nd Pipalle rge n s
Sera No.
R A S T(P R U/ml)
Df Pp
1 52.5 <0.35
2 20. 2 <0.35
3 17.0 1.1
4 4.9 <0.35
5 ll_5 0.50
6 12.9 <0.35
7 ll.3 <0.35
8 6.5 < 0.35
9 58.8 <0.35
10 25.9 <0_35
ll 125.6 4.0
12 80.2 <0.35
13 13.6 <0.35
1 4 70.3 <0.35
1 5 144. 8 0_41
16 5.4 <0.35
17 120_9 1.1
18 7.7 <0.35
19 25. 1 <0.35
20 41.7 <0.35
- 12 2-
5 - 6 ) 要 約 ､ 考 察
要 約
① ハ ウ ス ダ ス ト 申 の ダ ニ で あ る 旦ヱと 捕 食 性 の ダ ニ で あ る 巳里と の 抗 磨
性 の 関 連 を 認 ベ た .
② pp 虫 鯨 油 出 エ キ ス 中 に は ､ ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 検 出
さ れ た が ､ シ ス テ イ ン プ m テ ア - ゼ 活 性 は ま っ た く 換 出 さ れ な か っ
た ｡
⑨ イ ム ノ ブ ロ ッ ト 法 に よ る 解 析 に よ る と ､ こ れ ら 異 な っ た 亜 目 に 属
す る ダ ニ 問 に は ､ 弱 い 交 差 抗 原 性 が 認 め ら れ た ｡ し か し ､ こ の 反 症
性 は ､ 91の 主 要 ア レ ル ゲ ン で あ る De r 千 I とDe r 千 l H= は 関 連 し て
い な か っ た ｡
④ E L J S Å inhi b itio nに よ る 結 凄 か ら 2 0 賞inh j b itio nに 必 要 な 巳旦抽 出
エ キ ス の 濃 度 は ､ D f抽 出 エ キ ス の 濃 度 の 約 2 0 0 0倍 で あ っ た o
⑤ D †と Ppと の 交 差 ア レ ル ゲ ン 性 は 極 め て 弱 い も
`
の で あ っ た .
考 察
ハ ウ ス ダ ス ト マ イ ト で あ る コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (Dり や ヤ ケ ヒ ョ ウ
ヒ ダ ニ (Dp) と 貯 蔵 食 品 に 寄 生 す る sto r age nit e で あ る Lepi dogly -
ph u s d e s t r u cto r ､ G ly c y phagu s do ne stic u s ､ Ty ro ph a g u s p u t re s -
ce ntia e ､ 良c a ru s si r o と の 共 通 抗 原 性 に 関 す る 研 究 は か な LJ 行 わ
れ て い る が
8 5･ 8 6)
. し か も こ れ ら の g
t
ニ は 同 じ 亜 EIに 属 し ､ 共 に ア
ー 12 3-
レ ル ギ ー 症 状 を 引 き 起 こ す
1, 2, 8 9y 9 0)
o と こ ろ で ､ ハ ウ ス ダ ス ト マ
イ ト と 捕 食 性 の ダ ニ で あ る チ リ カ プ リ ダ
ニ (Pp) と の 間 の 共 通 抗 原
性 に 関 す る 研 究 は ､ 行 わ れ て い な い o こ れ ら の ダ
ニ は 異 な る 重 臣=こ
属 す る
9 1)
. し か し ､ ハ ウ ス ダ ス ト マ イ = こ 感 件 さ れ て い る 鼻 翼 従
事 者 が チ リ カ プ リ ダ ニ を 扱 う 場 合 ､ 唱 息 や 鼻
･炎 な ど の ア レ ル ギ ー 症
状 を 起 こ す 危 険 性 が あ る か ど う か を 調 べ る こ と は 非 常 に 重 要 で あ る o
pp抽 出 エ キ ス に は D f抽 出 エ キ ス 同 様 び 幅 広 い 分 子 量 に わ
た っ て 多 く
の 蛋 白 質 が 存 在 し た o そ こ で ま ず RiとER と の 間 に 交 差 抗 原 性 が あ る
か91に 対 す る ウ サ ギ 血 清 を 馴
､ た イ ム ノ ブ E3 ッ ト 法 に よ り 検 討 し た o
そ の 結 果 Pp抽 出 エ キ ス の 中 に 4 種額 の 交 差 抗 原 性 を 有 す る 蛋 白 質 が
検 出 さ れ た が ､ い ず れ も 分 子 量 が 70k Da 以 上 で あ り ､ Riの 主 要 ア レ
ル ゲ ン で あ る De r 千 I あ る い は De r 千 E Iと は 関 連 が な く
ー
､ そ の 交 差
反 応 性 は 弱 い も の で あ る こ と が 示 唆 さ れ た o ま た Pp 抽 出
エ キ ス 中 に
は ､ シ ス テ イ ン プ ロ テ ア
ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ な か っ た こ と も ､ De r
千 I に 相 当 す る ア レ ル-l
･
ン が 存 在 し な い こ と を 示 唆 し て い る o
- 方
ト リ プ シ ン 棟 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 は 検 出 さ れ た が ､ こ の 活 性 は 極 め て
弱 い も の で あ LJ ､ De r 分 子 に 相 当 す る 蛋 白 質 と は 異 な る も の
と 思 わ れ る . 次 ぎ に こ の 交 差 反 応 性 の 程 度 を91に 対 す る ウ サ ギ 血 清
を 用 い た E L I S A inh i b
L
I tio n法 に よ り 比 較 検 討 し た と こ ろ ､ 2 0% in
‾
h i b itio n を 与 え る Pp抽 出 エ キ ス の 濃 度 は ､ D †抽 出 エ キ ス の 2, 0 0 0倍
以 上 で あ っ た o よ っ て 91とER と の 間 の 交 差 放 尿 性 は ､ 非 常 に 弱 い
こ
と が 判 明 し た ｡
っ ぎ に 91に 感 作 さ れ た 2 0名 の 唱 急 患 者 血 清 を 用 い て ､ 交 差 ア レ
ル
ゲ ン 性 を 検 討 し た ｡ そ の 結 果 ､ Pp抽 出 エ キ ス 結 合 濃 紙 に お い て は 20
- 124-
例 申 5 例 が 陽 性 を 示 し ､ そ の 平 均 P R U値 は 1. 4 で あ っ た . 一 方 ､
D f抽 出 エ キ ス 結 合 濃 紙 で の 平 均 P R U 値 は 4 2. 8で あ る こ と よ り ､ 雨
～
者 の 共 通 ア レ ル ゲ ン 性 は 極 め て 弱 い も の で あ る こ と が 判 明 し た ｡ 今
回 ハ ウ ス ダ ス ト マ イ ト の も う
- 方 の 穂 で あ る セ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (Dp)
と 巳旦と の 交 差 反 応 性 は 検 討 し て い な い . Riと 9B の 主 要 ア レ ル ゲ ン で
あ る De r f 書 と De r p ? 並 び に De r i H と De r p H と の 抗 原 性 は ほ
と ん ど 同 - で あ る と 報 告 さ れ て い る
4 5)
o さ ら に 他 の 分 子 に お い て
も 同 様 な 事 が 貰 わ れ て い る ｡ よ っ て 馳 とPR と の 交 差 ア レ ル ゲ ン 牲 も
辞 常 に 低 い と 思 わ れ る ｡ 里1 と 9R の ア レ ル ギ ー 性 疾 患 に お け る 重 要 悼
は ､ こ れ ら の ダ ニ 数 が 他 種 の ダ ニ に 比 べ て 室 内 塵 中 に 多 い こ と に 起
因 す る o 堅旦 は 温 室 の よ う な 閉 鎖 環 境 で ､ ハ ダ ニ に 対 す る 天 敵 農 薬 と
し て 利 潤 さ れ て い る . Å s ta ri r aら は ､ ナ ミ ハ ダ ニ に 対 す る 職 業 ア レ
ル ギ - を 報 告 し て い る
92, 93)
.
- 方 Pp に 対 す る 職 業 ア レ ル ギ ー の
報 告 は ま だ な い . 旦旦は ナ ミ ハ ダ ニ を 描 食 す る こ と に よ っ て ､ そ れ ら
の 増 加 を 抑 制 す る o l 匹 の 巳臣が 多 く の ナ ミ ′ヽ ダ ニ を 捕 食 す る の で ､
弛 の 敦 は ナ ミ ハ ダ ニ ほ ど 増 加 し な い と 思 わ れ る o ま た E旦 は ハ ダ ニ 額
が い な く な る と 自 然 に 消 滅 し て し ま う . こ れ ら の 理 由 か ら ､ 巳旦 に 対
す る 職 業 性 ア レ ル ギ ー は ､ ナ ミ ハ ダ ニ に 対 す る 聴 業‾性 ア レ ル ギ ー に
比 べ て 非 常 に 少 な い と 思 わ れ る o さ ら に 旦ユと EB と の 交 差 抗 原 性 お よ
び 交 差 ア レ ル ゲ ン 性 は 極 め て 弱 い こ と ､ ま た こ の 交 差 反 応 は 91の 主
要 ア レ ル ゲ ン で あ る De r i l や De r 千 l tと は 関 連 し て い な い こ と よ
り ､ R!に 感 作 さ れ た ヒ ト に お い て ､ 巳旦 に よ る ア レ ル ギ
ー 症 状 の 誘 発
は
､ 極 め て 希 で あ る と 思 わ れ る ｡
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総 括
気 管 支 噂 息 や ア レ ル ギ ー 性 鼻 炎 な ど の IgE 抗 体 の 開 卑 す る 名 型 ア
レ ル ギ ー ( ア ト ピ ー ) 性 疾 患 の 原 因 物 質 ( ア レ ル ゲ ン ) と し て 最 も
重 要 な コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ に 着 目 し ､ こ れ に 含 ま れ る プ E3 チ ア ー ゼ と
主 要 ア レ ル ゲ ン と の 関 連 に つ い て 検 討 し た ｡ さ ら に′室 内 塵 抽 出 エ 辛
ス 申 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 指 標 に し て ､ 簡 易 に ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン
畳 が 測 定 可 能 か ど う か 検 討 し た ｡ ま た 農 作 物 に 被 害 を 及 ぼ す ハ ダ ニ
の 天 敵 生 物 農 薬 と し て 使 用 さ れ て い る チ リ カ プ リ ダ ニ に つ い て も プ
ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 測 定 し ､ さ ら に は コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ と の 共 通 抗 原
性 に つ い て 検 討 を 行 っ た ｡ 得 ら れ た 結 果 は 以 下 の 7 点 に 総 括 さ れ る o
1 . モ ル モ ッ ト に C ” E を in viv o で 投 与 す る と ､ 血 管 透 過 性 の 冗
進 が 認 め ら れ ､ 同 時 に 血 兼 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 牲 の 上
昇 と A T 川お よ び 補 体 価 の 減 少 が 認 め ら れ た ｡ ま た C M E自 身
に も ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た ｡ C M E と同
時 に あ る い は C M E投 与 3 分 間 前 に セ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
を 皮 内 投 与 あ る い は 静 脈 内 投 与 す る と き ､ い ず れ に お い て も 血
管 透 過 性 の 克 進 が 有 意 に 抑 制 さ れ た ｡ こ れ ら の 結 果 よ り ､ C M
E 中 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ が モ ル モ ッ ト に お け る 血 管 透
過 性 の 瓦 進 に 関 与 し て い る こ と が 示 唆 さ れ た ｡
2 . C M E を Sepha c ryI S- 2 00 ゲル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 分 画 し た と
こ ろ ､ 分 子 量 の 異 な る 3 種 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た ｡
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p K. 1 プ E3 テ ア ー ゼ は 朗闇60k Da の 位 置 に 存 在 し ､ こ の 活 性 は ap r 1
otinin や F U T- 175 お よ ぴ SBT 丑な ど の せ リ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤
に よ っ て 阻 害 を 受 け た ｡ ま た 合 成 ペ プ チ ド 基 質 Bo い P he - Se r - A
r g
一 組C Åや Bo c - Va 卜 Le u - Ly s 一 組C Å の 様 に ､ ア ル ギ ニ ン や リ ジ ン の
C 末 端 側 の ペ プ チ ド 結 合 を 選 択 的 に 加 水 分 解 し ､ 至 適 pHが 7. 0 -
8. 0 で あ っ た . 以 上 の こ と よ LJ PK. 1プ EI チ ア ー ゼ は D†由 来 の セ
リ ン プ 四 チ ア ー ゼ で ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 型 で あ る こ と が
判 明 し た ｡
- 方 P K. 2お よ ぴ P K. 3 プ ロ テ ア ー ゼ は Bo c - Va t - LO U - Ly s 一 組C Å お よ
ぴ Su c - Le u - LeLB - VaJ - Ty r 一 組C A を 加 妹 分 解 し ､ そ れ ぞ れ 朗闇3 0 お よ
び 2 0k Da の 位 置 に 検 出 さ れ た . ま た こ の 活 性 は ､ T L CKや Ie upe -
ptin お よ ぴ ヨ ー ド 断 簡 に よ っ て 阻 害 を 受 け ､ シ ス テ イ ン や E D T A
に よ っ て 活 性 化 さ れ た こ と か ら ､ D †由 来 の シ ス テ イ ン プ u チ ア
ー ゼ で あ る こ と が 判 明 し た o さ ら に 9iの 主 要 ア レ ル ゲ ン De r 千
i が 存 在 す る ダ ニ 抽 出 エ キ ス の 6 0 %飽 和 硫 安 沈 殿 分 画 お よ ぴ De
r f I のゲ ル ク E) マ ト ゲ ラ フ ィ ー で の 掃闇2 0k Da の 位 置 に P K, 3シ
ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た こ と よ り ､ 両 者 の 関 連
が 強 く 示 唆 さ れ た ｡
3 . C ” E の 6 0 %飽 和 硫 安 沈 殿 分 画 よ り シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ の
精 製 を 試 み た と こ ろ ､ 各 種 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー の む､ ず れ の 段 階
に お い て も ､ シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と 強 い ア レ ル ゲ ン 活
性 が 同 一 の 分 画 に 常 に 検 出 さ れ た o ま た 最 終 カ ラ ム ス テ ッ プ の
Sephade x G 一 丁5 ゲ ル ク E) マ ト グ ラ フ ィ 一 に お い て ､ シ ス テ イ ン
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プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 ､ ア レ ル ゲ ン 活 性 お よ ぴ O D2 8 0
が 共 に 一 致 す
る 単 - な ピ ー ク が 得 ら れ た ｡ 最 終 精 製 物 で あ る 上 記 ピ
ー ク の 55
% 飽 和 硫 安 沈 殿 分 画 の ア ミ ノ 酸 組 成 は De r † 亀 の そ れ と 偲 ぼ 同
等 で あ り ､ N 末 端 1 0残 基 の ア ミ ノ 酸 配 列 は D e r 千 l の そ れ と 完
全 に - 致 し た . さ ら に ゲ ル 内 沈 降 反 応 に よ り 最 終 精 製 物 と 杭 De
r 千 l と の 間 に 沈 降 線 が 生 じ た ｡ 以 上 の 結 果 よ り Df由 来 の シ ス
テ イ ン プ ロ テ ア - ぜ は De r 千 I そ の も の で あ る こ と が 立 証 さ れ
た ｡
4 . セ リ ン プ u チ ア ー ゼ 活 性 の 強 い M 軒 E よ り ､ 硫 安 塩 析 ､ 陰 イ オ
ン 交 換 お よ ぴ ゲ ル ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー に よ り せ リ ン プ ロ テ ア ー
ゼ を 精 製 し た o s os - P A G Eに よ る こ の プ t= チ ア ー ゼ の 組確= ま34k Da
で あ り ､ 至 適 pHお よ び 温 度 は そ れ ぞ れ 8. 0 お よ ぴ 47℃ で あ っ た ｡
ま た 合 成 ペ プ チ ド 基 質 の リ ジ ン お よ び ア ル ギ ニ ン の C 末 端 の ペ
プ チ ド 結 合 を 選 択 的 に 加 水 分 解 し ､ FUで - 1 7 5等 の ト リ プ シ ン 様
プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 に よ っ て そ の 活 性 が 阻 害 さ れ ､ 他 の シ ス テ
イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 や キ モ ト リ プ シ ン 阻 害 剤 等 で は 阻 害 さ
れ な い こ と か ら , こ の も の は D f由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー
ゼ で あ る こ と が 判 明 し た . 精 製 ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ は ア
レ ル ゲ ン 活 性 を 有 し ､ ダ ニ ア レ ル ギ ー 患 者 血 清 を 用 い た 時 の 陽
＼ ■
性 率 は ､ Pe r 千 l や De r,千 l lと 同 様 に 高 か っ た ｡ ま た こ の も の
の N 末 端 20 ア ミ ノ 懐 浅 基 の 配 列 な ら び に ア ミ ノ 酸 組 成 は す で に
報 告 さ れ て い る D e r の そ れ と 非 常 に 類 似 し て い た ｡ さ ら
に SD S- PÅG Eで の 分 子 量 な ら び に 硫 安 で の 溶 解 牲 な ど の 物 理 化 学
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的 性 質 も De r と 類 似 し て い た o 上記 上 の こ と よ り ､ D f由 来
の ト リ プ シ ン 様 プ c] チ ア ー ゼ は De r
が 立 証 さ れ た ｡
そ の も の で あ る こ と
5 . 上 言己 結 果 よ り D f申 の シ ス テ イ ン プ m チ ア ー ゼ あ る い は ト リ プ シ
ン 棟 プ ロ テ ア - ゼ 活 性 を 指 標 に す る こ と に よ り ､ 従 来 行 わ れ て
ちヽ る ヒ ト 杭 ダ ニ IgE 抗 体 と の 結 合 活 性 を 指 棲 に し た EL 宅S Å法 等
に よ る 額 製 法 に 比 赦 し て ､ 短 軸 間 に De r 千 l や De r 千 H l を 多
量 に 構 製 す る こ と が 可 能 で あ る と 思 わ れ る ｡ こ の こ と は ､ こ れ
ら ア レ ル ゲ ン の ア レ ル ギ ー 性 疾 患 に お lサ る 生 理 的 意 義 の 解 明 に
寄 卑 し ､ ダ ニ ア レ ル ギ ー の 発 症 あ る い は 治 療 に 役 立 つ 情 報 を 提
供 す る も の と 思 わ れ る ｡
6 . 各 家 庭 3 0件 の 室 内 塵 よ BJ
.
室 内 塵 抽 出 エ キ ス ( H D E) を 鞠 製
し ､ 各 棟 体 中 の De r f B, Pe r f ” , Pe r ? ‡含 量 ､ 総 ア レ ル ゲ ン
活 性 ､ プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 ､ 総 ダ ニ 抗 原 活 性 ､ ダ ニ 数 を 測 定 し ,
こ れ ら a) 閑 適 を 襖 討 し た o ” D E 3 0 換 体 す べ て に ト リ プ シ ン
棟 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
●
が 検 出 さ れ た が ､ シ ス テ イ ン プ n チ ア ー ゼ
活 性 は 全 く 検 出 さ れ な か っ た ｡ ま た H D E由 来 の ト リ プ シ ン 様
プ 打 チ ア - ぜ と De r と の 基 質 特 異 性 法 極 め て 類 似 し て お
LJ , さ ら に H P L Cゲ ル ク E3 マ ト ゲ ラ フ ィ 一 に お け る ダ ニ 由 来 お よ
ぴ 室 内 塵 由 来 の ト リ プ シ ン 様 プ E3 チ ア ー ゼ 活 性 ピ ー ク の r et e n -
tio n tim e は ､ ほ ぼ 同 じ で あ っ た ｡ し か し ､ ト リ プ シ ン 様 プ ロ
テ ア ー ゼ 活 性 と De r 千 f 畳 あ る い は De r i l l量 と の 相 関 は ､ 認
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め ら ゎ な か っ た . ま た ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 と 他 の 指
標 ( 総ダ ニ 抗 原 活 性 等 ) と の 相 関 も ､ 主 要 ア レ ル ゲ ン 同 様 低 か
っ た . 以 上 の こ と よ り ､ H D E申 の ト リ プ シ ン 様 プ n チ ア - ゼ
活 性 を 指 標 に し て ダ ニ 主 要 ア レ ル ゲ ン 畳 を 推 定 す る こ と 比 ､ 臨
戦 で あ る と 思 わ れ た o し か し ト リ プ シ ン
'
様 プ n チ ア ー ゼ に は 強
い 起 炎 作 用 あ る た め ､ ダ ニ ア レ ル ギ ー 患 者 に お け る ア レ ル ギ ー
性 炎 症 反 応 を 増 悪 さ せ て い る 可 能 性 が 考 え ら れ る ｡ そ れ 放 ､ 室
内 塵 中 の ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ を 測 定 す る こ と は 大 変 意 義
が あ る も の と 思 わ れ る o ま た 真 菌 で あ る A It e rn a ri a k i ku ch ト
a n a に 強 い ト リ プ シ ン 様 プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 が 検 出 さ れ た こ と よ
り ､ H D E 中 の プ ロ テ ア ー ゼ 源 と し て の 可 能 性 が 示 唆 さ れ た ｡
7 . 異 な っ た 亜 目 に 属 す る コ ナ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ (D f) と チ リ カ プ リ ダ
ニ (Pp) と の 間 に は 弱 い 共 通 抗 原 性 が 認 め ら れ た ｡ し か し こ れ ら
の 共 通 抗 原 性 は De r 千 l あ る い は De r 千 I I分 子 と は 関 連 し て い
な か っ た . ま た 巳旦抽 出 エ キ ス 申 に シ ス テ イ ン プ ロ テ ア ー ゼ 活 性
は 検 出 さ れ な か っ た こ と よ LJ ､ De r f ) 様 の 分 子 は 存 在 し な い
と 思 わ れ る o 一 方 ト リ プ シ ン 様 プ E) チ ア ー ゼ 活 性 は 検 出 さ れ た
が ､ De r の そ れ に 比 べ て 非 常 に 弱 い も の で あ り ､ こ の プ
n チ ア ー ゼ は De r 分 子 に 相 当 す る 蛋 白 質 と は 異 な る も の
と 思 わ れ る o ま た 虹王と ヤ ケ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ と は ､ 非 常 に 強 い 共 通
抗 原 性 が あ る こ と よ り ､ ヒ ョ ウ ヒ ダ ニ に 感 作 さ れ た ヒ ト に お い
て ER に よ る ア レ ル ギ ー 症 状 の 誘 発 は 極 め て ま れ で あ る と 推 察 さ
れ る ｡
- 13 0-
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‖ 9 8 7)
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I 1 3
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La ck o† aI 暮e rg e ni c c r os s
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r e a ctivity bet w e e n st o r age
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1 了, 2 31 3 1(1 98 了)
8了. To wi n ”, St a eh el im T a nd Go rdo n J. : E le ct r opho r etic t r a-
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u[o s e she ets :Pr o c edu re a nd s o m e ap pl ic atio n s. P r o c. Natl
.
Ac ad
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Sci
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u S A 了6, 4 3 5O - 4 3 5 4(1 9 了9)
8 8. Ev a n s R. : I l l. Va ri ab i l ity in th e m e as u r e me nt o † s p e ci ト
ic lgE a nti body by the R ÅS Tp r o c edu r e, J A l le rgy C I in l
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m m u n o1 6 9, 2 4 5- 2 5 2(1 9 8 2)
8 9. Cu n nigto n A N. : 財ite s in b ed r o o m ai r . Na t u r e2 1 7, 1 2 了1
-
- 1 2 了2 (1 9 6 8)
90. Ea t o n K K, Do wing s F S, Gri ††iths D A, Ly n ch S, H o ck la nd S
a nd 姐cNulty D甘 , : St o r ag e mit e s c ult u ri n g , s a mpl in g t e c n
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1q u e, i de nti f ic atio n a nd their r ole in ho u s edu st a) le r
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gy in r u r al a r e a sin .the United K ingdo m.
An n als o† ab le -
rg y 55, 6 2- 6了 (1 9 8 5)
91. 江 原 昭 三 編 . : 日 本 ダ ニ 韓 国 鑑 , 全 国 農 村 教 育 協 会 . (1 98 0)
9 2. R e u n a[a T, Bjo rkst e n F, F o r s t r on L a nd Ka ne r v a L . : lgE -
- 14 4-
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fe r gy 1 3, 383
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G
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